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1. IMPORTANCIA CRECIENTE DE LA ACUICULTURA EN LOS 
ÚLTIMOS AÑOS  
 
Debido a que la creciente demanda mundial de productos pesqueros es cubierta con 
dificultad por la pesca extractiva, la acuicultura se perfila como la mejor alternativa de cara 
a cubrir esta demanda (Asociación Empresarial de Productores de Cultivos Marinos, 
APROMAR 2009). En los últimos 50 años la acuicultura mundial ha crecido 
espectacularmente, pasando de una producción de menos de un millón de toneladas anuales 
a comienzos de la década de 1950, a 51.7 millones de toneladas en 2006, lo que representa 
una tasa de crecimiento anual de casi el 7% con un valor de 78.800 millones de dólares. 
Según la FAO (2009), la acuicultura actualmente representa casi la mitad (47%) del 
alimento acuático mundial, y está previsto que su contribución siga aumentando hasta 
alcanzar el 50 % en 2015. 
China es el principal productor mundial en términos de cantidad de productos 
acuícolas, representando en el 2005 el 67 % de la producción mundial. Europa, por su 
parte, produjo en el mismo año el 4% incluyendo capturas y producción acuícola 
(Statistical Office of the European Communities, EUROSTAT 2007). Dentro del continente 
Europeo, España y Dinamarca aportan, cada una, el 14 % de la producción pesquera, 
seguidos por Francia y el Reino Unido que aportan el 12 % (Statistical Office of the 
European Communities, EUROSTAT 2007). 
Según los datos de la Subdirección General de Estadística del Ministerio de Medio 
Ambiente, Medio Rural y Marino (MARM) del año 2008, la actividad acuícola en España 
sustenta en torno a 3400 empresas, titulares de 5503 establecimientos. Además según los 
últimos datos aportados por las Comunidades Autónomas a la Junta Nacional Asesora de 
Cultivos Marinos y Ministerio de Medio Ambiente (JACUMAR), la producción española 
de acuicultura continental y marina alcanzó, en el año 2008, 265.313 toneladas, 
correspondiendo 65.262 toneladas a peces, 113 toneladas a crustáceos y 199.938 toneladas 
a moluscos. Dentro del cultivo de moluscos la especie por excelencia es el mejillón que 




  Galicia es la comunidad autónoma española con las tasas más elevadas de 
producción de mejillón, actividad que genera unos 11.500 puestos de trabajo directos y 
7.000 indirectos. Las más de 3300 bateas que existen dedicadas al cultivo de este molusco, 
han situado a España como segundo productor mundial después de China con un volumen 
de facturación anual que oscila entre 120 y 150 millones de euros en primera venta 
(Consello Regulador do Mexillón de Galicia, 2007) 
 
2. EPISODIOS TÓXICOS 
 
Los moluscos bivalvos son organismos filtradores que se alimentan principalmente 
de microalgas planctónicas. Algunas especies de estas microalgas producen compuestos 
tóxicos que se acumulan en los tejidos del bivalvo y se transmiten a través de la cadena 
trófica a niveles superiores llegando incluso al hombre, lo que, en ocasiones, supone graves 
problemas para la salud pública.  
El término “episodio tóxico” se emplea para referirse a una proliferación de 
microalgas (especialmente del grupo de los dinoflagelados) productoras de potentes 
venenos o toxinas y a su acumulación en los organismos que las consumen. 
Para que se produzca un episodio tóxico, no es necesario que la biomasa del 
fitoplancton  tóxico en el agua sea muy elevada, ya que la gran capacidad filtradora de la 
mayoría de los moluscos bivalvos conlleva que estos invertebrados las acumulen 
fácilmente.  
En los últimos años la aparición de este tipo de episodios tóxicos ha ido en aumento, 
no solo en su frecuencia sino también en intensidad y distribución geográfica. Esto ha 
obligado a la generalización de programas de control, tanto de las condiciones 
oceanográficas como del fitoplancton, que garanticen la salubridad de los productos del 
mar para el consumo humano. En Galicia esta labor es llevada a cabo por el Instituto 
Tecnolóxico para o Control do Medio Mariño (INTECMAR), institución que se encarga de 
prohibir la explotación en las zonas de producción cuando los niveles detectados de toxinas 




  Debido a que la explotación de moluscos bivalvos es una actividad de gran tradición 
e importancia en las costas gallegas, la aparición de episodios tóxicos conlleva 
repercusiones económicas y sociales que ocasionan  importantes pérdidas económicas en 
los sectores marisquero y de acuicultura. La incidencia económica de los episodios tóxicos 
sobre la acuicultura del mejillón es muy variable y depende fundamentalmente de: 1)  la 
duración del periodo de cierre, 2) la localización geográfica (dentro de Galicia, Pontevedra 
es la ría más afectada), 3) la situación de la instalación de cultivo en la ría (normalmente se 
ven más afectados los polígonos que están en la parte más externa de las rías), 4) la 
extensión geográfica del episodio (si, por ejemplo, se cierran todas las áreas de producción 
el mercado quedará sin abastecimiento). En ocasiones, la situación en algunos polígonos 
puede ser muy grave llegando a reducirse a un 16% el número de días al año en los que la 
recolección está permitida.  
 
3. TOXINAS MARINAS 
 
Los episodios tóxicos pueden estar provocados por la presencia de toda una serie de 
toxinas de origen fitoplanctónico, cuyas distribuciones geográficas son muy amplias y sus 
efectos sobre el hombre variables. Atendiendo a los efectos biológicos que producen dichas 
toxinas se pueden clasificar en 7 grupos principales cuyos componentes, responsables y 
síntomas se describen brevemente a continuación. 
 
3.1.- Toxinas responsables de intoxicaciones paralizantes (PSP =Paralytic Shellfish 
Poisoning) 
Los principales síntomas de una intoxicación del tipo paralizante van desde un 
entumecimiento o picazón leve hasta la parálisis respiratoria completa que, en casos fatales, 
ocurre entre dos y doce horas después de la ingestión. El principal representante del grupo 
de toxinas causantes de este síndrome, y el compuesto que mayor toxicidad presenta, es una 




PSP caracterizada químicamente (Schantz et al., 1957; Schantz et al., 1961). Los 
principales responsables de la producción de estas toxinas son dinoflagelados del género 
Alexandrium  (Doucette and Anderson, 1993) y de las especies Gymnodinium catenatum 
(Anderson et al., 1989) y Pyrodinium bahamense (Bates et al., 1978). 
 
3.2.- Toxinas responsables de intoxicaciones amnésicas (ASP= Amnesic Shellfish 
Poisoning) 
Entre los síntomas que se asocian a las intoxicaciones amnésicas destacan los 
espasmos abdominales, vómitos, desorientación y pérdida de memoria (amnesia). El 
principal representante del grupo de toxinas causantes de este síndrome es el aminoácido 
tricarboxílico denominado ácido domoico (DA) (Wright et al., 1989). Los principales 
responsables de la producción de estas toxinas son diatomeas del género Pseudo-nitzschia, 
principalmente, P. multiseries (= Nitzschia pungens) (Subba Rao et al., 1988; Bates et al., 
1989). 
 
3.3.- Toxinas lipofílicas responsables de intoxicaciones diarreicas 
Los principales síntomas de la intoxicación que produce el consumo de moluscos 
contaminados con toxinas lipofílicas son diarrea, nauseas, vómitos y dolores abdominales. 
Dichos síntomas aparecen entre 30 minutos y algunas horas tras la ingestión y la 
recuperación completa se observa dentro de los tres días siguientes. Aunque las lipofílicas 
son el grupo de toxinas que tiene repercusiones menos drásticas sobre la salud humana, su 
amplia distribución geográfica y su elevada frecuencia de aparición las convierte en uno de 
los grupos más importantes. Este grupo incluye las toxinas del grupo del ácido okadaico y 
los azaspirácidos. 
3.3.1.- Toxinas del grupo del ácido okadaico (DSP= Diarrhetic Shellfish Poisoning) 
Las toxinas en forma libre son un grupo de poliéteres ácidos constituido por el ácido 




(Murata et al., 1982; Yasumoto et al., 1985). Los principales productores son, 
generalmente, los dinoflagelados del género Dinophysis. (D. acuminata, D. fortii, D. 
acuta…) (Yasumoto et al., 1980; Lee et al., 1989) y del género Prorocentrum (P. lima, P. 
belizeanum, P. maculosum) (Zhou and Fritz, 1994; Quilliam et al., 1996; Morton, 1998). 
3.3.2.- Azaspirácidos (AZAs) 
Son un grupo de toxinas caracterizadas por una única estructura que incluye un 
anillo de unión azaspiro, una amina cíclica y un ácido carboxílico (Satake et al., 1998). 
Además de los síntomas característicos de su grupo, también provocan en los ratones una 
parálisis lenta y progresiva. Hasta hace unos años el dinoflagelado heterotrófico 
Protoperidinium crassipes era considerado el principal responsable de la producción de 
estas toxinas (Yasumoto et al., 2002; James et al., 2003), pero en el año 2009, el 
dinoflagelado fotosintético Azadinium spinosum, se identificó como productor primario de 
los AZAs (Tillmann et al., 2009), sugiriendo que el citado Protoperidinium es 
exclusivamente un vector de estas toxinas. 
 
3.4.- Toxinas lipofílicas no diarreogénicas: (YTX, PTX, SPX) 
Incluye toxinas con características de solubilidad similares a las toxinas 
diarreogénicas, con las que concurren frecuentemente en muestras naturales (MacKenzie et 
al., 2002). Hasta hace poco, este tipo de toxinas se incluían en el grupo anterior ya que su 
respuesta en el método del bioensayo en ratón es la misma que la de las toxinas 
propiamente diarreicas (produce la muerte de los ratones). Hace unos años se realizó una 
nueva clasificación basada en los efectos biológicos de las toxinas, de tal forma que se 
excluían del grupo anterior por no tener efectos diarreogénicos (Ogino et al., 1998; FAO et 
al., 2004). Este grupo incluye principalmente a las pectenotoxinas, las yesotoxinas y los 
espirólidos.  
3.4.1. - Pectenotoxinas (PTX)  
Son compuestos tipo poliéter lactona (Daiguji et al., 1998). Por inyección 




producen daños severos en la mucosa intestinal y acumulación de fluidos en el intestino 
delgado. 
Son producidas por dinoflagelados de diferentes especies. Dinophysis fortii, fue el 
primer productor identificado (Draisci et al., 1996), pero también se han encontrado en D. 
acuminata (Mackenzie et al., 2005; Blanco et al., 2007a), D. acuta (Suzuki et al., 2003) y 
D. caudata (Fernández et al., 2006). 
3.4.2. - Yesotoxinas (YTX) 
Son poliéteres sulfatados. Pueden presentar efectos cardiotóxicos (Terao et al., 
1990). Sus principales productores son los dinoflagelados Protoceratium reticulatum 
(Satake et al., 1997) y Lingulodinium polyedrum (Tubaro et al., 1998; Paz et al., 2004). 
3.4.3. - Espirólidos (SPX) 
Son iminas macrocíclicas (Hu et al., 1995a) y sus principales síntomas en ratón 
incluyen piloerección, espasmos musculares y abdominales, hiperextensión del lomo y 
arqueo de la cola. Su principal productor es el dinoflagelado Alexandrium ostenfeldii 
(Cembella et al., 1998). 
 
3.5. - Toxinas neurotóxicas (NSP= Neurotoxic Shellfish Poisoning) 
Afectan al sistema nervioso central alterando a la visión, el habla o la ingestión. 
Esta intoxicación neurológica es causada por brevetoxinas poliéteres producidas por el 
dinoflagelado Karenia brevis (=Gymnodinium breve, Ptychodiscus brevis). 
 
3.6. - Ciguatera (CFP= Ciguatera Fish Poisoning) 
Produce un tipo de intoxicación que presenta síntomas similares a los de las toxinas 
lipofílicas a los que se le unen síntomas neurológicos. Incluyen las gambiertoxinas y sus 
principales productos de biotransformación, las ciguatoxinas (Lehane and Lewis, 2000). Se 




entre las microalgas bentónicas que las producen (Gambierdiscus spp.) y el hombre. Hasta 
hace unos años solo se conocía su desarrollo en zonas costeras de regiones tropicales y 
subtropicales de donde era endémica pero en los últimos años, probablemente debido  al 
aumento del comercio, la extensión geográfica de su incidencia ha aumentado 
considerablemente. De esta forma actualmente, la ciguatera es, a nivel mundial, el tipo de 
intoxicación alimentaria más común causada por productos de mar, estimándose que 
mundialmente entre 10000 y 50000 personas sufren anualmente de la enfermedad que 
conforma un problema sanitario global (De Fouw et al., 2001). 
 
3.7.- Palitoxina 
Es una neurotoxina bastante potente de la que todavía no se sabe mucho. Su 
envenenamiento se caracteriza por provocar náuseas, espasmos abdominales, diarrea 
severa, parestesia de las extremidades y dificultad respiratoria. Aunque existen numerosos 
análogos estructurales e isómeros debido a su tamaño y características conformacionales, lo 
cierto es que hasta el momento solo se ha conseguido aislar  un análogo de la misma, la 
Ostreocina-D, a partir de Ostreopsis siamensis (Usami et al., 1995). Por lo general se 
introduce en la cadena alimentaria a través del consumo de cangrejos, en ocasiones algún 
pez o invertebrado marino, y básicamente es producida por corales del género Palythoa y 
por el dinoflagelado bentónico Ostreopsis (Taniyama et al., 2003). Hace pocos años se 
descubrió además, el primer caso conocido de envenenamiento humano por palitoxina 
causado como consecuencia de las lesiones en la piel de los dedos que se produjo una 
persona tras el contacto directo con corales zoántidos (Parazoanthus sp.) mientras limpiaba 
el acuario de su casa (Hoffmann et al., 2008). 
 
4. TOXINAS DSP 
4.1.- Antecedentes históricos 
En 1961, Korringa and Roskam describieron, tras el consumo de mejillones 




toxinas DSP, pero en ese momento el agente causante no fue identificado. Años después en 
1975, Guzmán and Campodónico describieron un episodio similar sucedido en 1970 en 
Chile y encontraron una relación con la aparición de una importante proliferación de 
organismos pertenecientes al género Dinophysis. Inicialmente la comunidad científica no 
dio gran importancia a estos descubrimientos. Sin embargo tras la aparición de dos nuevas 
intoxicaciones, una en Japón en 1976, en la que resultaron afectadas 42 personas que 
presentaron vómitos y diarreas severas tras haber consumido mejillones (Mytilus edulis) y 
vieiras (Patinopecten yessoensis y Chlamys nipponensis akazara), y otra en 1977, en la 
misma zona y estación del año y con síntomas similares a la anterior, en las que resultaron 
afectadas 122 personas, se decidió empezar a investigar las posibles causas (Blanco et al., 
2005).  
La cuantificación de este tipo de toxicidad pudo realizarse por primera vez gracias a 
las investigaciones de Yasumoto et al. (1978, 1979), quienes consiguieron aislar por 
primera vez 2 tipos de toxinas lipofílicas e implementar un bioensayo en ratón para su 
detección. 
La principal toxina responsable de estas intoxicaciones fue identificada por Murata 
et al. (1982) como OA, una molécula que ya había sido aislada y descrita previamente en la 
esponja Halichondria okadai (Tachibana et al., 1981).  
Respecto a los organismos productores de esta toxina no se supo nada hasta que en 
1980, Yasumoto et al. relacionaron a las toxinas DSP con el dinoflagelado planctónico 
Dinophysis fortii y en 1982, Murakami et al. hicieron lo propio con el dinoflagelado 
bentónico Prorocentrum lima. 
A raíz de estos nuevos descubrimientos se empezaron a identificar toda una serie de 
episodios tóxicos previos causados por toxinas DSP en numerosas partes del mundo, como 
España (Campos et al., 1982) y Noruega (Underdal et al., 1985). No obstante la mayoría de 
ellos se asociaron a la aparición de individuos de Dinophysis (resumen en Europa en Van 
Egmond et al., 1993), y solo en raras ocasiones, a la presencia de Prorocentrum lima y 





4.2. Estructura química  
El grupo de las toxinas DSP está formado principalmente por el OA y las DTXs. El 
OA, que ha sido descrita como la toxina principal de las DSP (Murata et al., 1982), fue 
aislado por primera vez de dos esponjas del género Halichondria, H. okadaii, y H. 
melanodocia (Tachibana et al., 1981). La DTX1 o 35(S)-metilOA, fue aislada y descrita 
por Murata et al. (1982). Por su parte la DTX2 o 31-desmetil-35 metil ácido okadaico fue 
aislada y descrita por primera vez en Irlanda (Hu et al., 1992a). El OA y la DTX1 han sido 
descritas como las principales toxinas causantes de episodios de DSP a nivel mundial, 
siendo la primera más abundante en Europa y la segunda en Japón (Van Egmond et al., 
1993). Sin embargo las DTX2 solo han sido descritas como mayoritarias en episodios de 
DSP concretos sucedidos en Irlanda (Carmody et al., 1996), España (Gago-Martinez et al., 
1996) y Portugal (Vale and Sampayo, 1999). 
En general, las toxinas diarreicas principales son poliéteres largos con una función 
carboxílica que se diferencian principalmente en el número o en la posición que ocupan los 
grupos metilo que contienen (C31-C35). Sus masas moleculares son algo superiores a los 
800 Da. También han sido encontrados varios análogos e isómeros del OA y las DTXs en 
plancton y bivalvos tales como la norokadanona (Fernández et al., 2003a), el ácido 
belizeánico (Cruz et al., 2008) o el 19-epi-OA (Cruz et al., 2007; Paz et al., 2008). Existen 
además, numerosos derivados de estas toxinas que presentan una serie de modificaciones 
en su estructura respecto de las toxinas parentales tales como : a) esterificación del grupo 
hidroxilo en la posición C7 y C23 con ácidos grasos de diferente longitud de cadena, 
básicamente C14 y C18, saturados o insaturados, dando lugar a los componentes 
denominados genéricamente “DTX3” (Yasumoto et al., 1985); b) formación de diol-ésteres 
insaturados en las posiciones C7, C8 o C9 (Yasumoto et al., 1987; Hu et al., 1992b); c) 
oxidación de la parte diol de las moléculas de los diol-ésteres; d) esterificación de los diol-
ésteres con cadenas sulfatadas, con o sin función amida en el extremo polar de la cadena 
dando lugar a los grupos “DTX4” y “DTX5” respectivamente (Hu et al., 1995b,c,); e) 
pérdida de un grupo hidroxilo en cualquiera de las posiciones de C2 a C7 (Figura 1); f) 
esterificación con ácidos grasos de los diol-ésteres descritos en b; g) formación de diol 






Figura 1. Estructuras químicas del ácido okadaico, dinofisitoxinas y algunos de sus derivados. 
Los diol-ésteres se designan como OA-D#x, donde # es el número de átomos de carbono de la 
cadena diol y x es una asignación arbitraria. DTX6 es un diol-éster que ha recibido esta 
designación específica. “Oxidized OA-Dx” son algunos derivados producidos por la oxidación de 
los diol-éster. Norokadanona es un posible precursor del OA encontrado en Prorocentrum lima. 




Tanto el OA como sus derivados son componentes lipofílicos y aunque su 
solubilidad en solventes orgánicos (metanol, acetona, cloroformo o diclorometano) es, en 
general elevada, varía extremadamente de unos componentes a otros. Los derivados 
acilados DTX3 y los diol-éster son más apolares que sus toxinas originales. Sin embargo 
los derivados oxidados de los diol-éster, la DTX4 y la DTX5 son más polares que sus 
toxinas originales y su solubilidad en determinados solventes orgánicos tales como 
diclorometano o hexano es bastante reducida, especialmente en el caso de DTX4 y DTX5 
que son solubles en agua. El OA es poco sensible a la luz, el oxígeno y el calor. Con 
respecto a este último factor se ha visto que mientras el OA permanece estable hasta 
temperaturas de 120ºC, la DTX2 comienza a degradarse a partir de los 100ºC (Mccarron et 
al., 2007). Así mismo todas las toxinas pertenecientes a este grupo son altamente estables 
durante meses en estado congelado (- 20ºC a – 80ºC) (Mccarron et al., 2007). 
 
4.3.- Distribución  
Actualmente este tipo de toxicidad está ampliamente distribuida por todo el mundo, 
de lo que se derivan numerosas publicaciones que describen la aparición de episodios 
tóxicos que presentan altos niveles de toxinas DSP en bivalvos o en fitoplancton a lo largo 
de toda la costa de Europa, Canadá, América del Sur, Japón, Australia y África (revisado en 






Figura 2. Distribución mundial de las toxinas DSP en 2008 (Fuente: Woods Hole 
Oceanographic Institution, WHOI 2008). 
 
La situación concreta del Noroeste de España, en donde la aparición de episodios de 
DSP asociados especialmente a la especie Dinophysis acuminata es un fenómeno muy 
común a lo largo del año, es de notable importancia al tratarse esta zona de uno de los 
mayores productores de mejillón a nivel mundial.  
 
4.4.- Principales organismos productores  
 Los principales organismos asociados al síndrome DSP son dinoflagelados 
pertenecientes al género Dinophysis (D. acuminata, D.fortii, D. acuta, D. novergica, D. 
mitra, D. rotundata) (Yasumoto et al., 1980; Lee et al., 1989; Vale et al., 1998; Fernández 
et al., 2001) y del género Prorocentrum (P. lima, P. belizeanum, P. maculosum) (Lee et al., 
1987; Zhou and Fritz, 1994; Quilliam et al., 1996; Morton et al., 1998). 
Mientras el cultivo de numerosas especies bentónicas del género Prorocentrum 
resulta relativamente sencillo empleando medios de cultivo estándares para algas 
fotosintéticas, el caso del género Dinophysis es bastante más complejo. Los dinoflagelados 




considerablemente el poder establecer y optimizar sus condiciones de crecimiento. En el 
año 2006, Park et al. (2006) consiguieron establecer por primera vez el cultivo de la especie 
D. acuminata. Para ello fue necesario alimentar al dinoflagelado con el ciliado Mirionecta 
rubra, quien a su vez requería aportes de microalgas criptofitas del género Teleaulax.  
La variabilidad del contenido celular de toxinas en los dinoflagelados está 
relacionado con las diferentes fases de crecimiento celular y poblacional en interacción con 
las condiciones ambientales (fotoperíodo, estado nutricional, salinidad, temperatura, estrés) 
(Anderson et al., 1990; Taroncher-Oldenburg et al., 1997; Pan et al., 1999). 
 Las principales toxinas DSP que han sido encontradas en células de fitoplancton son 
el OA, DTX1, DTX2, DTX4, DTX5 y DTX6 (revisado en Blanco et al., 2005). Hasta la 
fecha los derivados DTX3 nunca han sido encontrados en microalgas marinas (sólo se 
detectaron trazas en muestras de plancton (Vale, 2010)), lo que sugiere que se originan en 
los propios bivalvos mediante acilación (Lee et al., 1989). A partir de cultivos de P.lima, se 
descubrió en los años 90 que, mientras la transformación de las forma sulfatadas a diol-
éster ocurría en cuestión de minutos, la de diol-éster a OA era más lenta y requería de horas 
(Quilliam and Ross, 1996; Suzuki et al., 2004). Al ser consideradas estas moléculas como 
menos tóxicas que sus derivados (Hu et al., 1992b, 1995b), su compartimentalización 
podría constituir una estrategia para evitar la autotoxicidad celular. Además los diol-éster al 
carecer de grupo ionizable (Quilliam et al., 1996), podrían ser transportadores efectivos 
para mover la toxina libre (OA) entre los diferentes compartimentos celulares (Blanco et 
al., 2005). 
En Galicia las especie responsables de los abundantes episodios tóxicos de DSP 
varían de unas rías a otras. Así en las Rías Altas, las principales especies implicadas en la 
aparición de pulsos de presencia de toxinas DSP entre primavera y otoño son Dinophysis 
acuminata  y D. sacculus  mientras que en las Rías Baixas es más abundante la aparición de 
D. acuminata cuyas proliferaciones llegan a ser tan persistentes que en ocasiones provocan 
cierres de hasta 10 meses de duración (Arévalo et al., 1995). La presencia de D. acuta y D. 
caudata suele asociarse a episodios de DSP de finales de verano – otoño, más localizados 





Los efectos tóxicos característicos de una intoxicación del tipo DSP están bien 
caracterizados y documentados desde los primeros informes clínicos realizados a raíz de 
una intoxicación  masiva en Japón en 1978 cuando 42 personas presentaron importantes 
cuadros de diarrea y vómitos (Yasumoto et al., 1978). Los primeros síntomas de este tipo 
de intoxicación aparecen entre los 30 minutos y las pocas horas (no más de 12 horas) tras la 
ingesta del producto contaminado, con diarrea, vómitos, náuseas, dolor de cabeza e incluso 
en algunos casos, fuerte dolor abdominal. La recuperación suele producirse a los 3 días. 
A través de los resultados obtenidos en los bioensayos en ratón se ha podido 
establecer una buena correlación entre la toxicidad de estas toxinas en humanos y los 
efectos físicos que causa en el ratón. De esta forma la dosis mínima de OA (principal toxina 
del grupo) requerida para producir síntomas en humanos adultos se ha establecido en 1 
unidad de ratón (UR), y se define como la cantidad de toxina requerida para provocar la 
muerte de un ratón de 20 g en 24 horas, tras la inyección intraperitoneal de la toxina. Hay 
que tener en cuenta que los efectos causados por el OA sobre el ratón varían en función de 
cual sea la vía de administración de la toxina. Así si la administración es oral, el OA 
provoca daños intestinales, diarreas e incluso la muerte, pero no afecta al hígado. Por el 
contrario si la administración es mediante inyección intraperitoneal, los efectos sobre el 
intestino son escasos pero el hígado si se ve afectado sustancialmente (Berven  et al., 2001). 
Tanto el OA como las DTXs actúan inhibiendo las proteín-fosfatasas 
serina/treonina, especialmente PP2A, un poco menos PP1B y en menor medida PP2B 
(Cohen, 1989; Fujiki and Suganama, 1993). Estas enzimas están implicadas en los procesos 
de defosforilación de los residuos de la fosfoserina y fosfotreonina de los substratos 
proteicos y por tanto en la regulación del metabolismo celular, replicación del DNA, 
transcripción, progresión del ciclo celular, diferenciación, desestabilización  genómica e 
incluso oncogénesis (Ten-Hage et al., 2000; Vanden Heuvel, 2002). La hiperfosforilación 
causada por la inhibición de la actividad de las proteín fosfatasas serina/treonina, afecta a la 
secreción de Na+ y a la permeabilidad de los fluidos de las células intestinales, de ahí el 




Además las toxinas del grupo del OA parece que tienen efectos crónicos bastante 
importantes que, tras una exposición prolongada, les confiere carácter de promotores 
tumorales y carcinógenos (Fujiki et al., 1988; Fujiki and Suganama, 1999; Ten-Hage et al., 
2000). La salubridad para los humanos asociada a la toxicidad crónica de las toxinas DSP 
como promotores de tumores y componentes mutagénicos todavía no ha sido 
adecuadamente estimada (Cordier et al., 2000). 
 
4.6.- Técnicas de detección de las toxinas DSP 
Como en el caso de otras toxinas marinas, existen básicamente dos tipos de métodos 
para su determinación o la de su toxicidad que se emplean en función del coste económico 
y de la información que se quiere obtener: Los ensayos y los análisis. Existen, a su vez dos 
tipos de ensayos: in vivo (bioensayos) e in vitro que normalmente se aplican para la 
protección de la salud pública y en los que la prioridad es determinar la toxicidad o la 
concentración  global de toxinas. Los análisis incluyen los métodos químicos basados en la 
separación de las toxinas por cromatografía líquida de alta eficacia y detección 
colorimétrica, fluorimétrica o por espectrometría de masas, así como la electroforesis 
capilar. Hasta ahora los métodos analíticos se empleaban básicamente en investigación 
cuando lo que se quería era identificar y cuantificar cada una de las toxinas presentes en las 
muestras. Sin embargo recientemente, la Unión Europea acaba de aprobar un nuevo 
reglamento en el que se establece un período máximo de 3 años para sustituir 
completamente a los bioensayos por los análisis como métodos oficiales de detección de las 
toxinas (Comisión Europea, 2011). 
4.6.1. Ensayos in vivo (bioensayos) 
 Se basan en la administración a un animal de la muestra o extracto de la misma, por 
via oral o intraperitoneal y la observación de los síntomas y/o los tiempos de muerte.  
Hasta el año 2014, el bioensayo en ratón (Yasumoto et al., 1978) continuará siendo 
uno de los métodos oficiales para detectar el OA y las DTXs. Este método también se 




propiedades de solubilidad muy similares. No obstante el rango de sustancias detectadas, la 
sensibilidad y la recuperación de toxinas depende en gran medida, por un lado, de la 
selección y proporción de solventes orgánicos empleados (tanto para la extracción como 
para los procedimientos de limpieza de las muestras) y por otro, del modo de 
administración de las toxinas (ingestión oral o inyección intraperitoneal). El método 
estándar implica una extracción con acetona seguida de una partición líquido-líquido con 
éter dietílico. A continuación se evapora el éter, se resuspende en Tween 60 al 0,1% en 
medio salino y se inyecta por vía intraperitoneal a los ratones. Los ratones se observan 
durante 24 horas anotando síntomas y tiempo de muerte que se correlaciona con la 
toxicidad de este tipo (dependiente de la concentración de toxina y su potencia) presente. 
En cada ensayo deben utilizarse 3 ratones. La muerte de dos de los tres ratones en un lapso 
de 24 horas tras la inoculación en cada uno de ellos de un extracto equivalente a 5 g de 
glándula digestiva o 25 g de cuerpo entero, debe considerarse como un resultado positivo 
con respecto a la presencia de estas toxinas a niveles superiores a los establecidos en la 
legislación (Comisión Europea, 2011). La toxicidad se proporciona en unidades ratón (UR), 
de tal forma que una UR es definida como la cantidad mínima de toxina requerida para 
producir la muerte de dos de tres ratones en las 24 horas siguientes a la inyección 
intraperitoneal, es decir, la cantidad mínima necesaria (aproximadamente 4 µg de OA 
(Aune et al., 2007)), administrada intraperitonealmente, para matar un ratón de 20 g en 24 
horas (Yasumoto et al., 1978). El límite de detección para el bioensayo en ratón depende de 
las condiciones específicas del procedimiento pero puede establecerse en aproximadamente 
0.05 UR g-1. La cantidad  total máxima (en cuerpo entero o cualquier parte consumible por 
separado) de OA o DTXs que contenga el molusco bivalvo vivo que va a ser 
comercializado nunca podrá ser superior a 160 µg de equivalentes de OA por kg-1 
(Comisión Europea, 2004). En general se considera al bioensayo en ratón como un método 
caro y que requiere bastante tiempo, que no es capaz de distinguir entre toxinas o grupos y 
en el que se pueden producir abundantes efectos matriz (Stabell et al., 1991; Goto et al., 
2001). Además este método, ha sido continuamente objeto de críticas desde el punto de 
vista ético del bienestar de los animales. No obstante esté método ha asegurado la salud 
pública durante años, es más barato que la mayor parte de los métodos que podrían 




como su fácil adaptación a volúmenes de trabajo cambiantes y la detección de toxinas 
desconocidas. 
 El bioensayo en rata (Kat, 1983) también está regulado para la detección de OA, 
DTXs y AZAs, Es un test de toxicidad oral en el que en cada ensayo deben utilizarse 3 
ratas. Una reacción diarreica en cualquiera de las 3 ratas se considerará un resultado 
positivo con respecto a la presencia de OA, DTXs y AZAs a niveles superiores a los 
establecidos en la legislación (Comisión Europea, 2011). El límite de detección de este 
ensayo es de aproximadamente 800 mg de equivalentes de OA por kg -1 de glándula 
digestiva (Blanco et al., 2005). Aunque este tipo de bioensayo simula la forma en la que se 
intoxican los humanos y no requiere de extracción previa de las toxinas, es un método solo 
semicuantitativo y de baja precisión. 
 Existen otra serie de ensayos in vivo alternativos al bioensayo en ratón y en rata, 
que incluyen el empleo de crías de ratón  (Hamano et al., 1986), bioensayos con Daphnia 
magna (Vernoux et al., 1993) e incluso bioensayos con otros mamíferos (revisado en 
Fernández et al., 2003b). 
 
4.6.2. Ensayos in vitro 
4.6.2.1. Ensayos funcionales 
  Los ensayos funcionales correlacionan la toxicidad con la respuesta de las células de 
cultivo al mecanismo de acción de la toxina. Existen varios métodos desarrollados para OA 
y DTXs. 
 Los ensayos de inhibición de las fosfatasas, que son mencionados específicamente 
en la legislación como un método alternativo para la detección de toxinas lipofílicas 
(Comisión Europea, 2011), son ensayos funcionales que se basan en la capacidad 
inhibitoria que el OA y las DTXs tienen sobre las proteín fosfatasas PP1 y PP2A (Bialojan 
and Takai, 1988; Cohen, 1989). El procedimiento detecta y cuantifica las toxinas midiendo 
la inhibición de fosfatasas parcialmente purificadas. Las fosfatasas purificadas se disponen 




la presencia o no de las toxinas, se realiza mediante una incubación en los pocillos de la 
placa de un extracto metanólico de las toxinas en presencia de una determinada cantidad de 
enzima. Las toxinas se determinan  mediante la comparación de la actividad fosfatasa con 
patrones conocidos de la misma. La forma de revelar la actividad de la toxina consiste en 
cuantificar el color del fosfato libre, la fluorescencia (para substratos fluorescentes), la 
luminiscencia (para substratos luminiscentes) o la actividad radiactiva que generan los 
distintos tipos de substratos para la PP2A en un espectrofotómetro, fluorímetro, 
luminómetro, o medidor de radiactividad. De esta forma se han desarrollado ensayos 
basados en sustratos radiactivos (Holmes, 1991; Chen et al., 1993; Honkanen et al., 1996), 
ensayos colorimétricos (Takai and Mieskes, 1991; Simon and Vernoux, 1994; Tubaro et 
al., 1996a) y ensayos fluorimétricos (Vieytes et al., 1997; Prassopoulou et al., 2009). 
En general y en trabajo con soluciones patrón, la sensibilidad de los métodos 
fluorimétricos (límite de detección de 2 µg OA/kg hepatopáncreas) es mayor que la de los 
colorimétricos (límite de detección de 10 µg OA/kg hepatopáncreas) (Mounfort et al., 
1999). Además los ensayos fluorimétricos presentan buenas correlaciones tanto con 
métodos analíticos (HPLC) como con bioensayos (González et al., 2002) lo cual también 
sucede con algunos colorimétricos. 
Uno de los kits comerciales que ha tenido bastante utilización es el Toxiline DSP 
(ZEU Inmunotec). Este kit se basaba en un ensayo enzimático que emplea la fluorescencia 
como principio de detección. Inicialmente fue desarrollado y patentado por Botana et al. 
(1996) y posteriormente ZEU-Inmunotec lo estandarizó y comercializó. Su validación se 
realizó en colaboración con el CRLMB (Laboratorio Comunitario de Referencia de 
Biotoxinas Marinas). El test es aplicable para equinodermos, tunicados, gasterópodos 
marinos y varias especies de bivalvos (mejillones, almejas, ostras o vieiras) tanto para la 
determinación del OA como de otras toxinas carboxílicas del grupo de las DSP. Presenta un 
límite de detección de 30 µg OA/kg hepatopáncreas y un límite de cuantificación de 85 µg 
OA/kg hepatopáncreas. Recientemente este test está siendo sustituido por otro 
colorimétrico, con límites de detección similares y que está siendo validado. 
Por lo general los ensayos de inhibición enzimática son simples, económicos, 




otros análogos de este grupo. En los casos de las DTX3, los diol-éster y la DTX4 la 
aplicación de este tipo de ensayos requiere un paso previo de hidrólisis (Mounfort and 
Suzuki, 2001). 
Los ensayos de citotoxicidad permiten detectar cualitativa y cuantitativamente una 
respuesta tóxica de las células basada en la observación al microscopio, o por otros 
métodos, de los cambios morfológicos y/o estructurales que sufren dichas células tras ser 
expuestas a la toxina. 
Uno de los primeros ensayos de citotoxicidad desarrollados se basó en la 
observación  microscópica de los cambios morfológicos que sufrían hepatocitos de rata que 
habían sido expuestos a extractos de toxinas DSP y a OA purificado (Aune et al., 1991). 
Posteriormente Amzil et al. (1992), obtuvieron una buena correlación entre los resultados 
del ensayo celular y de la cuantificación del OA por HPLC. Por su parte en un ensayo 
realizado por Fessard et al. (1994), y que posteriormente fue completado por Diogène et al. 
(1995), se encontró un nuevo cambio morfológico como consecuencia de exponer extractos 
de fibroblastos a la toxina OA. Tubaro et al. (1996b) desarrollaron un ensayo de 
citotoxicidad para la cuantificación del OA en mejillones, basado en la utilización de 
células KB (carcinoma epidérmico humano). Recientemente, Cañete et al. (2010)  llevaron 
a cabo un estudio comparativo entre un ensayo celular con células NG108-15 (límite de 
detección de 47 µg equivalentes OA/kg)  y un ensayo de inhibición de fosfatasas (límite de 
detección de 45 µg equivalentes OA/kg) y encontraron que ambos ensayos son 
perfectamente válidos para la detección de OA en mejillones naturales y además, que los 
resultados obtenidos son bastante similares respecto a los de LC-MS/MS. 
En general se puede decir que el ensayo de citotoxicidad es un método cualitativo, 
en el que los cambios que se producen  no dependen  linealmente de la dosis administrada, 
y que permite distinguir entre el OA, la DTX1, las YTXs y la PTX1, ya que cada una de 
ellas induce cambios en la forma de las células o la aparición de irregularidades en la 
superficie de las mismas. Además este tipo de ensayos, que resultan esenciales para 
elucidar el mecanismo de acción de las toxinas, son altamente sensibles, relativamente 
sencillos y permiten aumentar el número de muestras examinadas. No obstante esta técnica 




4.6.2.2. Ensayos estructurales (inmunoensayos)  
A lo largo de los años se han ido desarrollando diferentes tipos de inmunoensayos 
para la detección del OA y las DTXs, basados en la medición de la interacción que se 
produce entre anticuerpos y toxinas específicas y que no tienen por qué relacionarse 
necesariamente con la actividad biológica de la toxina. 
El método RIA (“Radioinmunoassay”) desarrollado para el OA por Levine et al. 
(1988), mide la inhibición resultante de la competencia que se produce por el anticuerpo 
entre el OA de las muestras y OA tritiado. Es un método sensible con un límite de 
detección de 0.2 pg OA mL-1, pero su complejidad y uso de componentes radiactivos lo 
limitan sustancialmente para su aplicación rutinaria en laboratorios de control. 
También se han desarrollado varios métodos ELISA (“enzyme-linked 
inmunosorbent assay”) en forma de kits para la detección de toxinas DSP entre los que se 
encuentran el “DSP Rapid kit” (Sceti, Tokio, Japón) y el “Okadaic acid kit” de Rougier 
Bio-Tech (Montreal). El “DSP Rapid kit” se basa en el uso de anticuerpos monoclonales 
desarrollados por Usagawa et al. (1989). El ensayo es muy rápido y sencillo y tiene el 
límite de detección en aproximadamente 20 ng OA g-1. Los anticuerpos muestran una 
reactividad cruzada del 70% con DTX1 (Usagawa et al., 1989), del 40% con DTX2 
(Carmody et al., 1995) y no reaccionan con las DTX3, que tendrían que ser hidrolizadas 
para obtener, al menos, resultados cualitativos. El “Okadaic acid kit” se basa en el uso de 
anticuerpos monoclonales contra el OA y un anticuerpo anti-idiotipyc (Shewstowsky et al., 
1992), vinculado a la fase sólida que compite con el OA de las muestras por el sitio de 
unión al anticuerpo. La sensibilidad del anticuerpo para DTX1 y DTX2 es 
considerablemente más baja que la exhibida para el OA, y las DTX3 no se detectan. Sin 
embargo ciertos derivados como diol-éster, DTX4 y DTX5 presentan afinidades similares a 
las del OA (Lawrence et al., 1998). 
 En general los inmunoensayos son métodos sensibles, rápidos y con buen 
rendimiento. Sin embargo la reactividad cruzada de los anticuerpos está limitada a 




todos los análogos (falsos negativos), o que los que se detecten no sean tóxicos (falsos 
positivos). 
 
4.6.3. Métodos químicos 
Permiten realizar el análisis cualitativo y cuantitativo de las toxinas individuales. 
Miden una respuesta instrumental que es proporcional a la cantidad de toxina presente en la 
muestra. Requiere una calibración previa del equipo así como el uso de estándares de cada 
una de las toxinas. 
4.6.3.1. Cromatografía líquida con detector de fluorescencia (HPLC-FD) 
Dentro de los métodos químicos, la HPLC-FD ha sido ampliamente utilizada en 
todo el mundo para la detección de las toxinas lipofílicas. Ninguna de las toxinas 
pertenecientes al grupo de las DSP posee grupos que al ser excitados a una determinada 
longitud de onda absorban luz de una longitud de onda característica (cromóforos), o que 
tengan fluorescencia (fluoróforos). Debido a esto, para poder emplear las técnicas de 
HPLC-FD en la identificación y cuantificación de estas toxinas, es necesario introducir un 
paso previo a la cromatografía consistente en una derivatización química precolumna en la 
que los extractos tóxicos reaccionan con reactivos fluorescentes. Mediante esta técnica 
química se forman toda una serie de productos que posteriormente son separados en la 
columna cromatográfica y detectados como derivados fluorescentes de las toxinas. En el 
caso del OA y las DTXs, los fluoróforos más frecuentes reaccionan con el grupo carboxilo 
de la molécula. Uno de estos reactivos es el 9-anthryldiazomethane (ADAM) (Lee et al., 









Figura 3. Marcaje fluorescente del grupo carboxilo del OA y DTX con ADAM (Lee et 
al., 1987) 
 
Para eliminar las posibles interferencias que pueden generar la presencia de los 
compuestos fluorescentes, se suele realizar un paso previo de limpieza de muestras 
mediante cartuchos de extracción en fase sólida (SPE). El límite de cuantificación de esta 
técnica es de 100 µg de OA kg-1 de glándula digestiva (EFSA, 2008). Las DTX3, diol-
ésteres, DTX4 y DTX5 no pueden ser identificadas directamente mediante este método, por 
lo que es necesario para su identificación  un paso previo de hidrólisis alcalina (Yasumoto 
et al., 1989; Fernández et al., 1996). 
Dentro de los principales inconvenientes de esta técnica destacan la escasa 
estabilidad del reactivo ADAM y la posibilidad de pérdida de toxinas durante el paso de 
lavado en columnas de sílice. El procedimiento con ADAM ha sido objeto de numerosas 
modificaciones con el fin de mejorarlo (Quilliam, 1995; Quilliam et al., 1998). Además se 
han investigado otros reactivos como posibles sustitutos del ADAM, como el 1-
bromoacetylpyrene (BAP) (Dickey et al., 1993), la cumarina, un derivado de un 
fenilpropanoide (Shen et al., 1991; Luckas, 1992; Marr et al., 1994), el 2-(anthracene-2,3-
dicarboximido) ethyl trifluoromethanesulfonate (AE-OTf) (Akasaka et al., 1996) o el 







4.6.3.2. Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC-MS) 
 
El desarrollo y la aplicación de la técnica de LC-MS en los últimos años para el 
análisis de toxinas marinas así como el desarrollo de métodos capaces de identificar 
numerosas toxinas a la vez, han supuesto uno de los mayores avances en su campo, y han 
convertido a este técnica, en la herramienta actual más poderosa para la identificación y 
determinación de múltiples toxinas. Es un método específico, sensible y selectivo, que es 
capaz de aportar información sobre la estructura de las toxinas facilitando su confirmación 
y la identificación de nuevas toxinas y análogos. Al igual que otros métodos químicos 
necesita patrones para la calibración, desarrollo del método y cuantificación, pero en 
ocasiones es posible obtener información de la presencia de un análogo de una toxina de 
estructura conocida a partir del patrón de la toxina más relevante del grupo. 
 Existen numerosos tipos de espectrómetros de masas (trampas iónicas, cuadrupolos 
simples, triples cuadrupolos, tiempo de vuelo…) que difieren principalmente en la 
sensibilidad e información que aportan. 
 A lo largo de los años se han ido desarrollando numerosos métodos tanto para la 
detección de OA, DTX1 y DTX2 (Pleasance et al., 1990; Quilliam, 1995; Draisci et al., 
1998; Suzuki and Yasumoto, 2000; Gerssen et al., 2009b) como de DTX3 y diol-ésteres de 
OA y DTX1 (Hu et al., 1992b; Marr et al., 1992; Vale and Sampayo, 1999; Suzuki et al., 
2004; Vale, 2006a; Torgersen et al., 2008a,b; Gerssen et al., 2009b). Dichos métodos 
difieren unos de otros básicamente en la fase móvil, tipo de tampón, pH, fuerza iónica, fase 
estacionaria y modo electrospray (positivo o negativo) empleado. 
Uno de los grandes problemas de estas técnicas, además del elevado coste de los 
equipos, se deriva de la presencia de efectos derivados de la matriz biológica de las 
muestras que, en ocasiones, conlleva cuantificaciones erróneas. La supresión parcial o total 
de la ionización o el aumento de su eficiencia debido a la coelución de sustancias puede 
provocar variaciones en las respuestas y dificultar las cuantificaciones mediante el uso de 
soluciones estándar puras, por lo que Ito et al. (2001), sugieren el uso de métodos de 
adición estándar para la cuantificación de toxinas DSP  mediante LC-MS. También han 




pasos de limpieza mediante cartuchos de extracción en fase sólida (SPE) previos al análisis 
en LC-MS (Ofuji et al., 1999; Suzuki and Yasumoto, 2000; Gerssen et al., 2009a). 
Actualmente el LC-MS está siendo usado como método de rutina para la 
cuantificación de toxinas DSP y PTX en Nueva Zelanda para controlar la recogida de 
moluscos comerciales (McNabb and Holland, 2003)  y hasta ahora, como complemento al 
bioensayo en ratón en programas de control (Hess et al., 2003). Sin embargo acaba de 
aprobarse un nuevo reglamento (Comisión Europea, 2011) por el que se modifica  uno 
anterior (Comisión Europea, 2005) en lo relativo a los métodos de análisis reconocidos para 
la detección de biotoxinas marinas en moluscos bivalvos vivos. En él se determina como 
nuevo método de referencia para la detección de toxinas lipofílicas el LC-MS/MS, si bien 
se establece un período de adaptación hasta el 31 de diciembre del 2014 durante el que el 
bioensayo en ratón también podrá ser utilizado, a fin de permitir que los Estados miembros 
adapten sus métodos al citado LC-MS/MS.  
 
4.6.3.3. Electroforesis capilar 
La electroforesis capilar es un método cuantitativo que presenta una alta resolución 
en la separación y requiere muestras de pequeño tamaño. Han sido desarrollados algunos 
métodos (Gago-Martínez, 2003a; Gago-Martínez et al., 2003b). 
 
 
5. MITIGACIÓN DE LOS EPISODIOS TÓXICOS 
El tratar de diseñar estrategias que permitan eliminar o al menos disminuir en parte, 
los efectos negativos que conlleva la aparición de episodios tóxicos resulta de indudable 
interés práctico. En los últimos años se han desarrollado diferentes estrategias para tratar de 
mitigar las incidencias de los episodios tóxicos centrándose en los 3 agentes fundamentales 
involucrados en el proceso: el fitoplancton, los moluscos bivalvos y el hombre. 
Fundamentalmente son 3 las vías sobre las que se puede actuar: reducción de la 
disponibilidad de toxina, eliminación de toxinas de los organismos y selección genética de 





5.1.- Reducción de la disponibilidad de toxina 
La exposición de los moluscos bivalvos al fitoplancton  tóxico productor de toxinas 
DSP puede disminuirse, al menos en parte, o bien reduciendo la biomasa algal disponible o 
bien variando la localización de la población de bivalvos  
Hasta el momento se han probado toda una serie de luchas físicas, químicas y 
biológicas para reducir la biomasa de las poblaciones tóxicas pero sin gran éxito en general 
(revisado en Blanco-Pérez, 2001). La única técnica que se ha desarrollado con éxito frente a 
la proliferación del fitoplancton  nocivo se empleó en Corea para combatir toda una serie de 
episodios causados por el dinoflagelado Cochlodinium polykrikoides (Kim, 1998). Este 
método consiste en dispersar arcillas en el agua que al sedimentar, arrastran una buena 
parte de las células nocivas. Años más tarde se trató de romper las células mediante el uso 
de ultrasonidos (Thomas and Gerritsen, 2000) pero debido a las consecuencias negativas 
que pueden suponer la liberación de determinadas sustancias contenidas en las células al 
agua, se descartó para su uso a gran escala. A nivel de acción química se probó también la 
posibilidad de tratar a la especie Gymnodinium breve con una sustancia producida por una 
cianofícea y denominada aponina que induce la lisis celular (Steidinger, 1993). El método 
resultó ser efectivo contra la floración, pero al igual que en el caso de los ultrasonidos, la 
liberación de toxinas al agua podía producir efectos incluso más adversos que en la propia 
microalga, por lo que la técnica fue rechazada. El empleo de electrolisis del agua de mar 
como fuente de cloro activo para destruir las células tóxicas también ha sido sugerido (Kim 
et al., 2000).  No obstante, tanto este último método como el de ultrasonidos son del todo 
inespecíficos y pueden afectar a las poblaciones de plancton que sucedan a las que se 
destruyen de manera completamente impredecible. También han sido probadas a nivel 
experimental numerosas vías de acción biológica basadas en el uso de virus (Nagasaki and 
Yamaguchi, 1997; 1998a,b), bacterias (Yoshinaga et al., 1997; Gentien, 1998; Doucette et 
al., 1999), hongos (Mountfort et al., 1996) y protozoos (revisados en Elbrächter and 
Schnepf, 1998) que fueran capaces de matar las células tóxicas, pero estas vías nunca han 




La segunda posible vía de actuación consiste en la reubicación de las poblaciones en 
lugares o a profundidades donde las concentraciones de las poblaciones nocivas sean 
menores (Haamer et al., 1990; Desbiens and Cembella, 1993). 
 
5.2. Eliminación de toxinas de los organismos 
Otra forma de tratar de mitigar las consecuencias de los episodios tóxicos pasa por 
actuar sobre los propios moluscos bivalvos una vez que ya han adquirido la toxicidad, 
diseñando tratamientos que permitan la eliminación de los tóxicos, bien sea in vivo o 
mediante procesado industrial.  
 A lo largo de los últimos años se han hecho numerosos intentos de diseñar 
estrategias que permitan acelerar la depuración de organismos marinos contaminados con 
DSP. Entre ellas una de las más claras consiste en transferir los bivalvos a otras aguas libres 
de organismos tóxicos y con condiciones ambientales favorables para el proceso depurativo 
(Desbiens and Cembella, 1993; Lodeiros et al., 1998). Desafortunadamente, un efecto muy 
reducido de las condiciones ambientales sobre la tasas de depuración de toxinas DSP y PSP 
en Mytilus galloprovincialis (Blanco et al., 1999), sugiere que la translocación de las 
poblaciones es una herramienta más útil para prevenir la reintoxicación que para 
incrementar la propia tasa de depuración. Aunque se ha tratado de acelerar la depuración de 
toxinas PSP en diversos organismos y con diversos compuestos (revisado en Fernández et 
al., 2003a), han sido pocos los intentos realizados para las toxinas DSP. De entre ellos cabe 
destacar, un tratamiento con ozono (Croci et al., 1994), variaciones de temperatura o 
salinidad (Blanco et al., 1999) y  la edad o el tamaño de los bivalvos (Duinker et al., 2007), 
pero ninguno de ellos parece tener influencia sobre las tasas de eliminación de estas 
toxinas. Por su parte la disponibilidad de alimento sí parece tener un ligero efecto positivo 
sobre la depuración (Sampayo et al., 1990; Blanco et al., 1999) aumentando su tasa 
aparente en condiciones de ayuno (Svensson, 2003). 
Cuando los organismos no van a ser vendidos o consumidos vivos, se pueden 
emplear algunos procesos industriales con el fin de eliminar o al menos reducir, la cantidad 




sencillo es el que se basa en la eliminación de las partes del organismo que acumulan 
mayor cantidad de toxina. La acumulación de las toxinas es muy diferente en los distintos 
órganos y tejidos de los bivalvos (Cembella et al., 1993; Bricelj and Cembella, 1995; 
Arévalo et al., 1998; Blanco et al., 2007b) con lo que la posibilidad de reducir la toxicidad 
de los individuos por eliminación de las partes más tóxicas (evisceración) es viable. Sin 
embargo este proceso ha de emplearse con cautela, dado que el mecanismo de acumulación 
diferencial en los distintos órganos y tejidos es dinámico, con lo que no es posible asignar 
un porcentaje de toxicidad determinado a un órgano o tejido sino que éste depende del 
estado de intoxicación/ desintoxicación en el que se encuentre el bivalvo en ese momento. 
En el caso de la vieira Pecten maximus, la evisceración es el método más empleado para 
poder explotar las poblaciones evitando intoxicaciones de tipo ASP. También existen otros 
métodos de procesado industrial que han resultado tener bastante éxito, especialmente para 
PSP y ASP. En este sentido se ha visto que las concentraciones de toxinas PSP se reducen 
en diversos moluscos cuando se enlatan o autoclavan en medio básico (Berenguer et al., 
1993; Vieites et al., 1999) o cuando se someten a un tratamiento térmico (Nagashima et al., 
1991; Indrasena and Gill, 1999). El efecto de la congelación para la eliminación de PSP 
depende, en gran medida, de la matriz empleada (Reboreda et al., 2010). La congelación 
(Leira et al., 1998), el cocinado (Vidal et al., 2009) y, como ya se citó anteriormente, la 
evisceración, han resultado ser métodos bastante eficaces para la reducción de toxicidad de 
tipo ASP. Ninguna de estas técnicas parece ser efectiva para la eliminación de las DSP pero 
hace unos años, se desarrolló un método bastante eficaz para eliminar dicha toxicidad de 
los bivalvos mediante el uso de fluidos supercríticos (González et al., 2002) . Esta técnica 
permite reducir notablemente la toxicidad de los bivalvos pero requiere una deshidratación 
inicial del producto con lo que únicamente es aplicable sobre aquellos productos que 
requieran, o al menos toleren bien, dicho tratamiento. 
 
5.3. Selección genética de los moluscos cultivados 
Actualmente está siendo objeto de estudio una tercera vía que consiste en 
seleccionar genéticamente los moluscos cultivados que tengan una menor capacidad de 




al menos en parte, la incidencia de los episodios tóxicos. Dicha estrategia se basa en 
seleccionar, mediante técnicas de mejora genética, un conjunto de reproductores con menor 
capacidad de captación y/o retención de las toxinas que la media de la población actual. 
 
5.4. Importancia de los mecanismos de acumulación 
La aparición de episodios tóxicos suele traer consigo graves repercusiones 
económicas y sociales que ocasionan importantes pérdidas económicas en el sector 
pesquero y afines. Como ya se citó en el apartado anterior, la mayor parte de las estrategias 
para eliminar, o al menos mitigar, las consecuencias de estos procesos, pasan, además de 
por realizar controles estrictos de la presencia de las toxinas, por conseguir que los bivalvos 
acumulen menos cantidad de toxina o que la eliminen más rápidamente. Para ello, y en 
vista del poco éxito de las técnicas simples empleadas hasta ahora, es indispensable conocer 
las bases de los procesos de incorporación, retención y eliminación de las toxinas en los 
bivalvos. La información que se posee actualmente respecto a todo esto todavía es 
insuficiente porque, aunque se han realizado varios estudios tratando de determinar los 
factores que regulan los la acumulación (ver apartado 5.2.), han sido muchos menos los 
enfocados a los mecanismos implicados en dichos procesos (Svensson and Forlin, 2004). 
Comprender los mecanismos de retención de las toxinas a cualquier nivel (órgano-celular-
molecular), sus posibles transformaciones intracelulares y sus principales mecanismos de 
eliminación, abriría toda una serie de posibilidades diferentes para tratar de diseñar 
mecanismos efectivos de reducción de la acumulación que permitieran  minimizar, al 
menos en parte, las consecuencias negativas de los episodios tóxicos. 
Actualmente apenas existe información acerca de dichos mecanismos de 
acumulación de toxinas en moluscos bivalvos. Lo esperable inicialmente es que las toxinas, 
independientemente de su forma de entrada en la célula y debido a que no son 
constituyentes celulares, en caso de que no se eliminen directamente, sufran 
biotransformaciones similares a las de los xenobióticos, convirtiéndose en conjugados 
polares que serían más fácilmente excretados. Existe también la posibilidad de que la vía de 




lugar de más hidrófilicos, como los que están implicados en el metabolismo de esteroides 
en ostra (Janer et al., 2004) o del estradiol en mejillones (Janer et al., 2005; Labadie et al., 
2007). Algunos compuestos (ésteres con ácidos grasos) de los que serían producidos, en 
caso de que esta última vía fuese utilizada, están presentes en los bivalvos (Marr et al., 
1992;Vale and Sampayo, 1999; Suzuki et al., 2004; Vale, 2006a; Torgersen et al., 2008b; 
Gerssen et al., 2009b).  
 
5.5. Fisiología digestiva de los moluscos bivalvos 
Los moluscos bivalvos se alimentan mediante filtración captando las partículas en 
suspensión (seston) del medio. Al estar esta tesis centrada en el mejillón y ser la fisiología 
de la nutrición del género Mytilus la más estudiada, en él se centrará esta descripción.  
Las partículas en suspensión son retenidas por las branquias y transportadas hacia 
los palpos que rodean la boca. Cuando la cantidad de material en suspensión supera la 
capacidad digestiva del mejillón, este la expulsa como pseudoheces antes de entrar en la 
boca, por lo que no sufren el proceso digestivo (Widdows et al., 1979). El alimento 
ingerido llega, a través del esófago, al estómago donde sufre los procesos de ruptura, 
selección y una parte de la digestión extracelular. En el estómago se encuentra el estilo 
cristalino, que al girar por acción de los cilios que presenta el saco del estilo que lo 
contiene, choca contra el escudo gástrico y libera enzimas digestivas. Así el alimento que 
llega sufre procesos de ruptura mecánica y es digerido extracelularmente. Una vez rotas y 
disgregadas las partículas alimenticias, se dirigen, en función de su tamaño, o bien a los 
divertículos de la glándula digestiva (las más pequeñas y menos densas) o bien al intestino 
medio directamente (las más grandes y pequeñas muy densas) desechándose directamente 
como heces o volviendo a la circulación en torno al estilo para ser más procesadas.  
La glándula digestiva, que es el principal órgano en el que el mejillón acumula las 
toxinas de tipo DSP (Blanco et al., 2007b), está formado por un conjunto de pequeños 
túbulos de unión (zona tubular) sin salida terminados en un acino digestivo (zona acinar), 
que conectan con el estómago a través de varios conductos ciliados (Figura 4). Los túbulos 




células digestivas y las células secretoras (Weinstein, 1995). Las células digestivas (Figura 
5A) son los tipos celulares más grandes y más abundantes. Se caracterizan por ser largos, 
con forma de columna, ricos en lisosomas, con la superficie de la célula tapizada con 
abundantes microvilli, su citoplasma presenta numerosas vesículas citoplasmáticas y entre 
sus funciones están las de digestión intracelular, detoxificación, biotransformación de 
xenobióticos y defensa antioxidante (Gosling, 2003). Las células secretoras (Figura 5B) son 
de menor tamaño y menos abundantes. Tienen forma piramidal, presentan, al igual que las 
células digestivas, microvilli en su superficie libre, su citoplasma presenta abundante 
retículo endoplasmático rugoso y cuerpos de Golgi. Su principal función es la de dar lugar a 
células digestivas ricas en lisosomas (Yonge, 1926), pero parecen tener, además, una 
función secretora (Owen, 1970; Morton, 1983; Henry et al., 1991).  
 
 
Figura 4. Sección de la glándula digestiva de Mytilus edulis mostrando el proceso de 






Figura 5. Diagrama de célula digestiva (A) y célula basófila secretora (B) de la glándula 
digestiva de Mytilus edulis.  (Fuente: Owen, 1972). 
 
La cantidad de alimento que el estómago y los divertículos digestivos pueden 
procesar en un tiempo dado es limitado. Cuando se supera dicho límite, el material en 




además como ya se comentó, una selección postingestiva mediante la cual en el lumen 
digestivo, algunas partículas se derivan directamente al intestino y otras a los divertículos. 
Estos procesos son los responsables de que aparezcan dos componentes en las heces: uno 
intestinal con alimento poco digerido y a menudo incluso con células fitoplanctónicas 
vivas, y otro componente glandular compuesto por el material bien digerido que procede de 


















El objetivo principal de esta tesis doctoral es determinar las bases fisiológicas del 
proceso de acumulación de toxinas DSP en los moluscos bivalvos. El mejor entendimiento 
de este proceso contribuirá al desarrollo de métodos que permitan, bien mediante reducción 
de la incorporación o bien mediante la aceleración de la depuración, disminuir en general la 
acumulación de toxinas en los bivalvos. El poder disponer de estos métodos supondría así 
mismo una reducción, tanto en el riesgo que conlleva para la salud pública el consumo de 
marisco contaminado, como en el tiempo en el que la explotación permanecería prohibida.  
El objetivo principal se puede subdividir en los siguientes objetivos específicos, en 
los cuales se utiliza el mejillón Mytilus galloprovincialis como organismo modelo: 
 
1.- Conocer cuáles son los principales mecanismos de entrada del ácido okadaico en las 
células de la glándula digestiva. 
 
2.- Conocer si existe compartimentalización de las toxinas DSP a nivel de la glándula 
digestiva (en los diferentes tipos celulares) y a nivel subcelular (en los diferentes 
orgánulos). 
 
3.- Determinar si las toxinas DSP son secuestradas por medio de ligamiento a algún 
componente celular. 
 
4.- Determinar si las toxinas DSP son degradadas y transformadas en el interior de las 
células o excretadas directamente. 
 






















ESTUDIO IN VITRO DE LA 
ABSORCIÓN DEL ÁCIDO 
OKADAICO POR LAS CÉLULAS DE 










El transporte de moléculas a través de las membranas celulares puede ser de 
varios tipos. Por un lado existe el transporte por difusión a través del cual  las moléculas 
fluyen a favor del gradiente de concentración y sin consumo de energía. La difusión 
puede ser pasiva o simple o puede ser facilitada, si requiere la ayuda de transportadores 
proteicos. Por otro lado existe el denominado transporte activo a través del cual, las 
moléculas fluyen, incluso en contra de un gradiente de concentración, lo que implica un 
gasto energético. Además existe un tercer mecanismo, la endocitosis, proceso por el que 
la célula introduce moléculas grandes o partículas a través de su membrana. Cuando la 
endocitosis da lugar a la captura de partículas se denomina fagocitosis, y cuando son 
solamente porciones de líquido las capturadas, se denomina pinocitosis.  
 
El mecanismo de transporte que pueden  utilizar las moléculas para atravesar las 
membranas celulares depende, en gran media, de sus características químicas y 
estructurales.  
 
El ácido okadaico (OA) presenta una estructura de poliéter constituida por una 
cadena carbonada lineal con un grupo carboxilo libre. Además, es un compuesto 
lipofílico, con una alta solubilidad en algunos solventes orgánicos (metanol, cloroformo, 
acetona), aunque parcialmente soluble en agua y con un peso molecular de 804.5 Da. 
 
 Hasta la fecha se han propuesto varios modelos de absorción celular para 
contaminantes lipofílicos. El primero de ellos, de Moore and Willows (1998), es un 
modelo que podría ser aplicable a microcontaminantes  ligados a partículas en general y 
con un elevado coeficiente de partición octanol-agua (log P ≥ 4) (Smedes, 1994). En él, 
los contaminantes son absorbidos en asociación con el material particulado formando 
una especie de complejo de unión. La internalización del complejo en la célula se 
produce bien por fagocitosis o bien por endocitosis dependiendo del tamaño de las 
partículas.  Los complejos son absorbidos por las células por medio de vesículas 
generadas en la membrana y al final incluidos en los lisosomas. Los otros dos modelos 
propuestos (Nam et al., 1990; Daranas et al., 2007)  se basan en mecanismos de 




celulares es bastante improbable al tratarse de una molécula ionizada, pero su entrada 
mediante este mecanismo indirectamente en forma de dímeros asociados a moléculas de  
potasio (Daranas et al., 2007) o mediante la formación de agregados de la toxina cuando 
se disuelve en tampones biológicos (Nam et al., 1990) conllevan que este tipo de 
transporte no pueda ser descartado.  
 
El trabajo que se describe en el capítulo 1 tiene por objetivo determinar cuál o 
cuáles son los mecanismos reales que tiene el OA para acceder a las células de la 
glándula digestiva, principal órgano en el que se acumula (Blanco et al., 2007b) 
(Objetivo 1). El conocimiento de estos mecanismos contribuirá además a comprender 
mejor cuales pueden ser las principales rutas metabólicas que sigue esta toxina para ser 
depurada por los bivalvos. 
 
En primer lugar y con el fin de poder llevar a cabo los estudios in vitro, se 
desarrolló un cultivo de células de glándula digestiva de mejillón sobre el que se 
llevaron a cabo los ensayos posteriores. A continuación se realizó una comparativa entre 
la capacidad de absorción por parte de las células de la toxina disuelta en agua y en 
emulsión de aceite, con el fin de determinar si se trataba de un mecanismo de difusión o 
de endocitosis. Una vez confirmado el primero de ellos, se realizó un diseño factorial en 
el que se estudió la posible influencia de 3 factores que, a priori, podrían ser relevantes 
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Diarrheic shellfish poisoning is a severe gastrointestinal illness caused by 
consumption of  seafood contaminated by feeding on toxigenic dinoflagellates such as 
some species of the genus Dinophysis ( Yasumoto et al., 1980; Kat, 1983; Lassus et al., 
1985; Lee et al., 1989; Edler and Hageltorn, 1990; Reguera et al., 1990; Della Loggia et al., 
1993; Giacobbe et al., 2000) and Prorocentrum (Quilliam et al., 1996; Koike et al., 1998; 
Lawrence et al., 1998; Bauder et al., 2001; Gayoso et al., 2002; Heredia-Tapia et al., 2002). 
The main toxins responsible for DSP are the lipophilic polyether compounds okadaic acid 
(OA), its isomer dinophysistoxin-2 (DTX2), its analog dinophysistoxin-1 (DTX1) 
(Yasumoto et al., 1985; Hu et al., 1992) and several fatty acid esters of these three parent 
toxins (generically known as DTX3, Quilliam, 2003) (Figure 1.1). All these toxins are 
highly soluble in some organic solvents -such as methanol, acetone, chloroform or 
dichloromethane- but the free forms are also considerably soluble in water (MacKenzie et 
al. 2004). 
DSP toxins are potent inhibitors of serine/threonine protein phosphatases, especially 
of PP2A, but also, to a lesser extent, of PP1B and PP2B (Cohen et al., 1990; Mestrovic and 
Pavela Vrancic, 2003). They have been found to be potent tumor promoters (Fujiki et al., 
1988) and the possibility that they are also tumor inducers has been suggested (Ten-Hage et 
al., 2000;  Creppy et al., 2002).  
This group of toxins are accumulated almost entirely in the digestive gland of 
shellfish (Blanco et al., 2007), which is the organ that absorbs most products of the 
extracellular digestion. Notwithstanding, the precise way by which they are absorbed  by 
the cells of the digestive gland is not known yet. Two mechanisms seem to be possible: a) 
phagocytosis, that is a vesicular process that does not require toxins to pass through the 
cellular membrane; and b) diffusion through the membrane. The first mechanism has been 
suggested by Moore and Willows (1998) for highly lipophilic xenobiotics, and consists in 
phagocytosis  of particles or lipid droplets to which lipophilic compounds with an octanol-
water partition coefficient (log P ≥ 4) are likely associated (adsorbed or dissolved into 




means of vesicles generated from the membrane (toxins do not need to pass through the 
membrane) and end included in lysosomes. The second probable mechanism, diffusion 
through the cell membrane, does not seem a priori a viable mechanism because the toxins 
are probably ionized in the digestive fluids, making difficult for them to pass through the 
cellular membrane. Nevertheless, the presence, in this group of toxins, of a large apolar 
portion of the molecule, and the already documented possibility of formation of dimers 
with potassium that are able to pass lipid bilayers (Daranas et al., 2007), make diffusion a 
possible mechanism of absorption. 
This study has been designed to determine the importance of each these two uptake 
mechanisms in digestive gland cells of the mussel (Mytilus galloprovincialis). In order to 
do it, OA in dissolved and particulate form (lipidic droplets) was added to a culture of cells 
of mussel digestive gland. Furthermore, the effects of ATP, OA concentration and 


















2. Material and methods 
2.1. Biological material and chemicals 
Mussels free of  toxins were obtained from a culture raft from  Galicia (Spain). 
They were maintained overnight in an aquarium with aerated seawater until the start of the 
experiment.  
Purified water for analysis and preparation of culture medium was obtained from a 
MilliQ-gradient system fed with an Elix Advantage-10, both from Millipore. Acetonitrile 
and methanol of HPLC-grade were obtained from Rathburn and Labscan, respectively. 
Okadaic acid was obtained from Calbiochem (for additions) and from IMB-NRC, Canada 
(OA-1c certificate reference material). NaCl, KCl, EDTA, CaCl2·2H2O, MgSO4·7H2O and 
ammonium hydroxide were supplied by Merck. HEPES (H3375-250G), gentamycin 
sulphate, L15 (Leibovitz) medium, ATP, albumin from bovine serum and  trypan blue were 
obtained from Sigma-Aldrich and MgCl2·6H2O from Panreac. 
2.2. Digestive gland dissociation  
All procedures were carried out under sterile conditions within a laminar flow hood 
in a thermoregulated room (18°C ± 1°C).  
Dissociation of 3 digestive glands (aprox. 0.5 g / mussel) was carried out according 
to the soft dissociation procedure of Birmelin et al. (1999). Mussels were dissected to 
obtain the digestive glands, the crystalline stylus was removed, the digestive glands placed 
in a beaker containing 50 mL CMFS buffer (20 mM HEPES, 500 mM NaCl, 12.5 mM KCl; 
pH 7.3, 1100 mOsm) supplemented with gentamycin (0.1%) and minced into small pieces 
(2 mm). The fragments of digestive gland were then transferred to a flask containing 250 
mL CMFS buffer, including gentamycin (0.1%) and stirred gently for 2 h with a magnetic 
stirrer (300 rpm), taking aliquots of the cell suspension every 30 min and replacing the 
withdrawn suspension with fresh buffer. The obtained cell suspensions were filtered 
through a 100 µm sterile nylon mesh and the filtrate was centrifuged at 180 g for 10 min. 
The pelleted cells were resuspended in a slightly modified L15 culture medium (0.754g of 




MgSO4·7H2O, 0.195g of MgCl2·6H2O; and 100 mL of Milli-Q-gradient water, with pH 7.3 
and a osmotic pressure of 1100 mOsm). The medium was supplemented with 0.1% 
gentamycin sulphate (1mg·mL-1) just before use. Cells were washed with that medium by 
centrifugation at 180 g for 5 min in order to remove CMFS buffer. 
2.3. Primary cell cultures 
Primary cell cultures were carried out according to Faucet et al. (2004).  The 
pelleted cells from digestive gland were resuspended in culture medium (L15 modified 
medium) and counted using a Neubauer chamber. In order to adjust the cell density to 
approx. 4 x 106 cells·mL-1 the required volume of culture medium was added. The viability 
of the isolated cells was measured by dye exclusion using trypan blue. Finally 100 µL 
aliquots of the cell suspension (approx. 4 x 106 cels·mL-1) were distributed in a culture plate 
that was placed in an incubator at 18°C.  
2.4. Experiment 1: Uptake of okadaic acid dissolved in water and oil 
In order to test if the absorption of OA by the digestive gland cells is preferentially 
made from dissolved or particulate phase, 500 µL aliquots of cell culture were 
supplemented with either OA dissolved in water or in olive oil droplets. OA was added to a 
final concentration of 120, 600 and 2400 nM. The OA dissolved in oil droplets was 
prepared by dispersing olive oil containing OA in L15 medium (1:50, v/v) by sonication 
during 10 minutes. After the corresponding additions, cultures were incubated for 3 hours 
at 18ºC. All tests were carried out by duplicate. 
After incubation, the cells in each well were washed three times with fresh medium 
(centrifugation 180 g, 20 minutes), in order to remove the non-absorbed toxin. Finally the 
medium was removed by washing with water and the absorbed toxins were extracted by 
adding 100% methanol (final volume 250 µL) to the pellet (previously weighed) and 





2.5. Experiment 2: Effect of toxin concentration, incubation time, and 
ATP  
Once determined that OA was absorbed faster from the dissolved phase than from 
oil droplets, a factorial experiment was conducted in order to better characterize the 
transport of OA across the cell membrane. Both, dissociation of the digestive gland and cell 
culture were carried out as explained in sections 2.2 and 2.3. A factorial design with three 
factors –OA concentration, incubation time and ATP concentration– and central points was 
used in order to determine if the transport is saturable and if it is dependent on a source of 
energy (that would indicate that an active transport mechanism was involved). The lowest 
and highest levels for the factors were 1.2 and 6 µM for OA concentration, 0 and 4 mM for 
ATP and 1 and 4 hours for time (Figure 1.2). All treatments were carried out without 
replication with the exception of three central points. In such a design, each factor is 
estimated from 7 (4+3) independent observations. After completing the incubation, OA was 






Figure 1.2. Factorial design, with three factors - OA concentration (µM), ATP 
concentration (mM) and time of incubation (hours) - for the study of cellular uptake of OA 
dissolved in water. Dots in the diagram represent the experimental runs. Numbers inside the 
small squares indicate the number of replicates of each design point. 
 
2.6. Experiment 3: Effect of an emulsifier (albumin) on the uptake of 
okadaic acid dissolved in oil 
A final experiment was conducted in order to test if the presence or absence of the 
albumin as an emulsifier had any effect on the absorption of OA by cells of the digestive 
gland of mussels.  A new cell culture was obtained, as in sections 2.2 and 2.3, and four 




concentration of 2340 nM. Additions to two out of the four aliquots were made with 
albumin as emulsifier (150 nM) and to the remaining ones without it. Samples were 
incubated for 3 hours at 18ºC and OA was extracted as explained in section 2.4. 
2.7. Toxin analysis 
Okadaic acid was analyzed by LC/ESI-MS/MS using an Accela UHPLC system 
coupled to a triple quadrupole mass spectrometer TSQ Quantum Access MAX (Thermo 
Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) equipped with a heated electrospray ionization 
source HESI-II. 
Chromatographic conditions were adapted from those reported by Gerssen et al. 
(2009). Chromatographic separation was carried out in a reversed phase column Gemini-
NX C18 (100 x 2.0 mm, 3 µm) from Phenomenex (Torrance, California, USA) maintained 
at 40 ºC. Mobile phases A and B were, respectively, water and MeCN/water (90/10, v/v), 
both containing 6.7 mM NH4OH (pH=11). The following linear gradient at a flow rate 400 
µL min-1 was used: start at 25%B, hold for 1 min, increase from 25%B to 95%B over 4 
min, hold at 95%B for 3 min, return to initial conditions over 2 min and re-equilibrate for 2 
min. The total run time was 12 minutes, including column re-equilibration. Injection 
volume was 5 µL. 
The ion transfer tube temperature and the HESI-II vaporizer temperature were set at 
360 ºC and 110 ºC, respectively. Nitrogen (>99.98%) was employed as sheath gas and 
auxiliary at 60 and 10 TSQ Quantum arbitrary gas pressure units, respectively. The mass 
spectrometer was operated in negative ionization mode with a spray voltage of 3500 V. 
Detection was carried out in the multiple reaction monitoring (MRM) mode using argon 
(>99.999%) as collision-induced-dissociation (CID) gas at a pressure of 1.5 mTorr. The 
transition 803.5>255.2 and 803.5>563.5 m/z, with a collision energies of 48 and 43 eV, 
were used for quantification and confirmation, respectively. Instrument control and data 
acquisition were performed with Xcalibur 2.1 software (Thermo Fisher Scientific).  
Quantification was carried out by external calibration using certified reference 
solutions in methanol. Relevant matrix effects were not observed when assessed using the 




2.8. Statistical analysis 
The statistical significance of the treatments in experiments 1 and 3 were checked 
by means of ANOVA, with Minitab 15 Statistical Package. The factorial plan used in 




3.  Results 
3.1. Dissociation and cell culture viability 
Between 75 and 91·106  isolated cells per gram of digestive gland were routinely obtained. 
Their initial viability was always over 78% (Table 1.1) and remained constant for at least 
the first 15 hours in culture.  
 
Table 1.1.  Dissociation yield and percentage of cell viability obtained for three samples. 
Viability was measured by trypan blue exclusion and dissociation yield is expressed in 
millions of cells per gram of digestive gland (DG).  ± SD = ± Standard deviation. 
 
3.2. Uptake of OA dissolved in water and oil 
The uptake of OA by digestive gland tissue was faster when the toxin was supplied 
dissolved in water than when it was in oil droplets (Figure 1.3) (p<0.05).  
In the case of OA dissolved in water, the uptake by cells increased with the toxin 
supplied showing an almost linear relationship. However a very slight curvature at the 
highest concentration could be observed, which could indicate a tendency to saturation. 
This trend was supported by the results of the following experiment in which OA 
concentration was higher. 
  Sample number 









86.2 76.2 7.5 









In the case of OA dissolved in oil droplets, when the concentration added to the cell 
culture was low (120 nM) OA in cells was below the limit of quantification (LQ). When 
OA concentrations added were higher, some of the toxin uptake by cells was observed and 
some saturation of the uptake seems to take place, but the dispersion between the 
observations was too high as to demonstrate this trend (Figure 1.3). 
 
 
Figure 1.3. In vitro uptake of okadaic acid (OA) by digestive gland cells of the mussel 







3.3. Effect of okadaic acid concentration, time and ATP on the OA uptake 
Toxin concentration and incubation time had relevant effects on the OA absorption 
by cells (p < 0.005) (Table 1.2). There was also interaction between these two factors (p < 
0.005) because, at the highest concentration of toxin in the culture, proportionally less toxin 
was absorbed than at the lowest one, at the end of a 4-hour exposure (Figure 1.4). 
 ATP did not have any significant effect, indicating that OA uptake is not an ATP-
dependent process.  
Figure 1.4. Interaction between OA concentration (µM) and incubation time (hours) on the OA 





Table 1.2. Analysis of the factorial experiment reduced to the two statistically significant 
factors (ATP was omitted). The curvature of the response was checked by including the 
central points in the analysis. The upper part shows the magnitude of the effects, their 
corresponding coefficients and Ts, and their probabilities; the lower part shows the analysis 
of variance (ANOVA) of the design indicating the degrees of freedom (d.f.), the mean 






 OA (pmol/mg) 
    
Term Effect Coefficient T p 
Constant  2.9050 44.92 0.000 
Concentration 2.4795 1.2397 19.17 0.000 
Time 0.7704 0.3852 5.96 0.001 
Time x Concentration -0.5577 -0.2789 -4-31 0.005 
Central points 
(curvature)  0.1431 1.16 0.292 
 
3.4. Effect of addition of an emulsifier (albumin) 
In the case of the toxin dissolved in oil, a very similar average uptake was found in 
presence or absence of albumin (0.409 ± 0.0705 and 0.414 ± 0.0197 pmol/mg, respectively; 
p= 0.909; Figure 1.5). The estimated values were again comparable with those obtained in 







Figure 1.5. Box plot of OA (pmol/mg) absorbed by digestive cells of mussel Mytilus galloprovincialis 






The uptake of OA by the cells of digestive gland was higher when the toxin was 
dissolved in water than in oil. The aggregation of oil droplets was not responsible of the 
low absorption of toxin as the addition of an emulsifier did not increase the amount of OA 
absorbed. These results suggest that diffusion through the cell membrane, more than 
endocytosis, is the main way by which OA enters the digestive cells. Even when it has been 
suggested that the uptake of compounds with Log P  higher than 4 (as is the case of OA) 
are taken up by mollusks by endocytosis of the particles to which the compounds are 
adsorbed and not by diffusion (Smedes, 1994; Moore and Willows, 1998), this does not 
seem to happen with OA. The most likely reason is that the hydrophilicity of OA, that is an 
ionizable compound, is substantially higher than that estimated by its Log P at  pH above 
its pKa, and that  the coefficient of distribution Log D (which is a function of pH and pKa; 
Log D = Log P + pKa – pH) should be used to describe the hydrophilicity instead of the 
partition coefficient Log P. Unfortunately, there is a large variation between the existing 
estimates of the Log P for OA. By means of predictions from the structure Log P of 4.45 
have been estimated  (Fux, 2008) but also of  5.89 (Paz et al., 2007). Advanced Chemistry 
Development (ACD/Labs) Software V11.02 gives a value of 4.513 ± 0.852. 
Experimentally, Fux (2008) estimated Log Ps of 5.05, Takahashi et al. (2007) 3.4, both by 
chromatography. pKa has been estimated to be of 4.9 (Fux, 2008) and ACD/Labs Software 
V11.02 estimates a value of  3.87 ± 0.16 from the structure. If the highest values for Log P 
and pKa were assumed, Log D at neutral pH (which is near the usual pH range in the 
digestive system of bivalves, Langton (1977), Mathers (1974)) would be below 4 and 
consequently the absorption by the cells would take place from the dissolved phase. If 
intermediate values of Log P and pKa or if the estimate based in the structure given by 
ACD/Labs Software were used to compute Log D, it would be between 1 and 2, which 
would made even more likely the uptake from the dissolved phase. The direct estimates of 
partition between octanol and  buffer at pH 7.4 made by Nam et al. (1990) yield smaller 
Log D values, 0.9-1.27, and those made by González et al. (2001) even smaller, 0.2, 
between octanol and water probably at pH 7.3 (they did not indicate the precise partitioning 
conditions). It has been observed that okadaic acid aggregates when dissolved in biological 




Both processes seem to make the pass of OA through membranes easier but we do not 
know how these processes could affect the adsorption of the toxin to food particles.  
The uptake by diffusion from the dissolved phase is supported by the fact that in a 
previous study using mussels naturally contaminated with OA, we found that nearly 90% of 
the OA was in the cytosol of the digestive gland cells (Rossignoli and Blanco, 2010) and 
not in the lysosomes, as could be expected if the absorption would have taken place by 
phagocytosis  or other endocytic process (Moore and Willows, 1998). 
Notwithstanding, the possibility that a proportion of the OA enters the cell by the later 
mechanism cannot be ruled out. A study by Guéguen et al. (2010), using a methodology 
very close to that in Rossignoli and Blanco (2010), found that a large proportion of the OA 
absorbed was located in a subcellular fraction that included lysosomes. In natural 
conditions, it could be possible, that the proportion of OA absorbed by one or other 
mechanism depends on the efficiency of the extracellular step of the digestion, because OA 
could be included in particles from phytoplankton cells.  
The uptake of OA dissolved in water by digestive gland tissue was dependent on time 
and concentration but it does not seem to be affected by ATP. Absorption of OA by the 
digestive gland neither seems to be related with the concentration in the medium in a 
perfectly linear way, as relatively fewer toxins was absorbed at the highest concentrations 
tested. This suggests that the involved uptake mechanism saturates and consequently that a 
simple diffusion might not be responsible for the absorption. Nevertheless, the actual 
mechanism could not be unequivocally identified with our data.  
The relatively smaller incorporation of toxin at high concentration would point to a 
facilitated transport as uptake mechanism –not requiring ATP but showing saturation of the 
transporter- but it is possible that the diffusion of dimers of OA with potassium, as 
suggested by Daranas et al. (2007) or aggregates (Nam et al., 1990) could explain the 
observed response. Additional work is required to determine if one of these two 
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Una vez que los moluscos ingieren las toxinas de tipo DSP estas son acumuladas 
casi exclusivamente en la glándula digestiva (Blanco et al., 2007b). Sin embargo, la 
glándula digestiva es un órgano heterogéneo que incluye distintos tipos celulares con 
diferentes funciones con lo que por un lado, podrían acumular las toxinas de forma 
diferente y por otro, eliminarlas de la misma manera.  
En el proceso de depuración de las toxinas pueden estar implicados varios órganos y 
tejidos de los organismos, cada uno de los cuales posee su propia tasa de depuración, de 
manera que un modelo ideal de cinética utilizaría un compartimento para cada uno de los 
órganos o tejidos (definido por la cantidad inicial de toxinas que contiene, su tasa de 
depuración  y tasas de transferencia desde y hacia otros compartimentos). Por lo general la 
precisión de los modelos matemáticos de depuración desarrollados hasta la fecha para 
varios grupos de toxinas es buena (Silvert and Subba Rao, 1992; Douglas et al., 1997; 
Blanco, 1995, 1997, 1999 y Moroño et al., 1998a,b). 
La cinética de eliminación de las toxinas de tipo DSP ha sido estudiada en varias 
ocasiones, y se ha llegado a la conclusión de que la mejor forma de describir dicho proceso 
es mediante un modelo de dos compartimentos, incluso cuando únicamente se considera la 
depuración desde la glándula digestiva. Así el modelo matemático de depuración de dos 
compartimentos desarrollado para este tipo de toxinas por Blanco et al. (1999), sugiere la 
presencia de la toxina en dos formas en la glándula digestiva, siendo una de ellas más 
difícil de eliminar que la otra. Una de las razones que podrían explicar este comportamiento 
diferencial de las toxinas podría ser que los dos tipos celulares (digestivo y secretor) 
presentes en la glándula digestiva tuvieran diferentes capacidades de acumulación. No 
obstante la existencia de un ligamiento entre la toxina y algún componente de la célula 
también podría explicar dicho comportamiento. 
El estudio descrito en el presente capítulo, se diseñó con el fin de establecer la 
distribución a nivel celular del ácido okadaico (OA) y con ello poder determinar la 




depuración  de dicha toxina (Objetivo 2). Para ello se estudió y estableció, en primer lugar, 
la distribución de la toxina en los dos tipos celulares de dicho órgano. A continuación los 
resultados obtenidos se integraron en el modelo de depuración de 2 compartimentos de 
Blanco et al. (1999) para comprobar si los dos tipos celulares se correspondían con cada 
uno de los compartimentos que explican la cinética de depuración de la glándula digestiva o 
si, por el contrario, habría que explicar la cinética con otro mecanismo como podría ser la 
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DISTRIBUCIÓN SUBCELULAR DEL 
ÁCIDO OKADAICO EN LA 
GLÁNDULA DIGESTIVA DEL 
MEJILLÓN MYTILUS 
GALLOPROVINCIALIS. PRIMERAS 







Una vez comprobado que los dos tipos celulares presentes en la glándula digestiva 
del mejillón no son los compartimentos responsables de la cinética de depuración explicada 
en el modelo de Blanco et al. (1999) (capítulo 2) y con la finalidad de seguir indagando en 
el conocimiento de las bases de los procesos de incorporación y eliminación de las toxinas, 
se planteó este tercer trabajo.  
Si las diferentes partes de la glándula digestiva no presentan variabilidad en sus 
capacidades para acumular el ácido okadaico (capítulo 2), la existencia de un ligamiento 
entre dicha toxina y algún componente celular parece ser la explicación más plausible al 
comportamiento diferencial que presentan las toxinas durante su depuración de la glándula 
digestiva.   
Existen estudios realizados en la esponja marina Halichondria okadai en los que se 
han identificado algunas proteínas que ligan el ácido okadaico (OA) como las OABP1 (37 
kDa) y OABP2 (3 proteínas de 22 kDa) (Sugiyama et al., 2007). Esta última, según los 
autores, podría incluso estar implicada en el proceso de detoxificación del OA. En este 
mismo sentido, Nzoughet et al. (2008) observaron que los azaspirácidos (AZAs), otro 
grupo de toxinas lipofílicas, también podían unirse débilmente a una proteína con un peso 
molecular de 45 kDa y que además esta resultaba ser más abundante en los mejillones 
contaminados que en los mejillones libres de toxina. 
El trabajo que constituye este capítulo tiene dos objetivos principales, por un lado el 
tratar de establecer la localización a nivel subcelular del OA (Objetivo 2) y por otro el 
determinar si efectivamente existe un ligamiento entre el OA y alguna molécula concreta 
(Objetivo 3). 
Para la consecución de dichos objetivos se realizaron una serie de experimentos. En 
el primero de ellos se determinó en qué fracción de la célula (soluble o precipitable) era 
mayoritaria la toxina y, por tanto, si se encontraba ligada o no a algún componente celular. 
En el segundo de ellos, se filtraron las muestras a través de una serie de ultrafiltros de 




OA. Finalmente se trató de identificar el tipo de receptor del ácido okadaico por medio de 
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Uno de los principales problemas que se presentan a la hora de realizar estudios 
de acumulación, absorción y eliminación de toxinas en los moluscos bivalvos es la 
dificultad de obtener una fuente adecuada de toxinas. Aunque son abundantes los 
cultivos de diferentes especies de fitoplancton que se usan para intoxicar a los bivalvos, 
estos no están fácilmente disponibles para las toxinas lipofílicas diarreogénicas (DSP). 
El cultivo de especies bentónicas del género Prorocentrum es relativamente sencillo y 
en él se suelen emplear medios de cultivo y condiciones estándar para algas 
fotosintéticas. Sin embargo el cultivo de especies del género Dinophysis (principal 
productor de toxinas DSP en Galicia) resulta mucho más complejo ya que requiere el 
empleo de ejemplares del ciliado Mirionecta rubra para alimentar al dinoflagelado y 
aportes de microalgas criptofitas del género Teleaulax para alimentar al ciliado (Park et 
al., 2006). 
Otro problema añadido del empleo de cultivos como fuentes de toxinas, es que 
resulta prácticamente imposible suministrarlas a los organismos de manera individual, 
bien sean libres o como derivados, ya que  los cultivos contienen una mezcla 
complicada de toxinas del mismo grupo y en ocasiones incluso de varios grupos. 
Además muchos de estos compuestos pueden además ser biotransformados dando lugar 
a las toxinas libres o a nuevos derivados, (Hu et al., 1992b; Marr et al., 1992; Fernández 
et al., 1998; revisado en Blanco et al., 2005), lo cual dificulta, aún  más, tanto el estudio 
de la cinética de las toxinas como el de las propias biotransformaciones que puedan 
tener lugar en el interior de los bivalvos.  
Para poder abastecer a los bivalvos con algún tipo de alimento que contenga 
exclusivamente una toxina o algún derivado, en el presente capítulo se estudió la 
posibilidad y la eficacia de microencapsular ácido okadaico (OA) (asociado a los 
Objetivos 4 y 5). Para ello se introdujeron modificaciones en el método de 
coacervación compleja usado por Planas et al. (1990) que emplea microcápsulas de 
gelatina-acacia. Hasta el momento dichas microcápsulas han sido usadas principalmente 
para incorporar lípidos en experimentos de nutrición con larvas y semilla de moluscos 
(Knauer and Southgate, 1997;  Novoa et al., 2002), larvas de peces ( Planas et al., 1990; 




Adicionalmente, en el presente estudio se evaluó la eficiencia de encapsulación 
del OA, la capacidad de las microcápsulas para retener las toxinas a lo largo del tiempo 
cuando son suspendidas en agua de mar y la capacidad de absorción de las toxinas 
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 Como ya se ha ido explicando a lo largo de la presente tesis, el grupo de toxinas 
causantes del síndrome de intoxicación diarreica (DSP) aun no siendo las más graves, 
ya que hasta la fecha no se han registrado intoxicaciones letales, sí son las que mayor 
número de cierres de explotación de polígonos mejilloneros causan a lo largo del año. 
Este motivo conlleva que el impacto que dichas toxinas tienen en la acuicultura europea, 
tanto a nivel económico como social, sea muy elevado. 
Las toxinas DSP, una vez ingeridas por los mejillones, se acumulan casi 
exclusivamente en la glándula digestiva (Blanco et al., 2007b) y pueden ser 
transformadas o bien durante el proceso de digestión extracelular  o, una vez absorbidas 
por las células, por digestión intracelular y metabolización.  
Hasta la fecha no se conoce cuál es el  mecanismo de depuración de estas 
toxinas aunque son varios los procesos y vías que, con bastante probabilidad, pueden 
estar implicados: excreción desde las células de la glándula digestiva a heces (bien 
directamente (fase 0 de eliminación de xenobióticos) o a través de esférulas de 
excreción (transporte vesicular); excreción (a través del riñón) al flujo exhalante; 
degradación de las toxinas (o transformación en compuestos no tóxicos) o alguna 
combinación de varios de ellos.  
En el caso de la excreción directa a través de la membrana de las células de la 
glándula digestiva, los productos de desecho que se eliminarían por el digestivo, 
podrían  hacerlo tanto en forma sólida como disuelta, por lo que podrían eliminarse o 
con las heces o en líquidos junto con ellas.  
Respecto a las esférulas de excreción no se sabe nada acerca de su implicación 
en la depuración de las toxinas que, de existir, probablemente implica el arrastre de 
parte del citoplasma que circunda a la partícula no digerida y que se incluye en la 
esférula. En cualquier caso los productos de este tipo de excreción se eliminarían con 
las heces.   
En el caso de la excreción por el riñón, los tóxicos saldrían con el flujo 
exhalante, y,  por último, en caso de degradación de las toxinas o de transformación en 




destruirían y, por tanto dichos procesos podrían ser detectados por medio de un balance 
de masas. 
En estudios previos de nuestro equipo hemos podido observar como las heces 
constituyen una vía clara de eliminación de las toxinas DSP. Al analizar el contenido en 
toxinas de las mismas nos encontramos con que la mayor parte estaban constituidas por 
formas conjugadas (CF) del ácido okadaico (OA) y solo un pequeño porcentaje lo 
estaba por OA libre (capítulo 4).  Estas observaciones sugieren que o bien el OA libre se 
pierde de las heces por disolución en el agua o bien la eliminación de estas toxinas se 
produce mayoritariamente como algún tipo de CF.  
Para tratar de identificar la vía principal de eliminación de las toxinas DSP,  así 
como la implicación de las CF en este proceso, se abordaron una serie de experimentos 
enfocados a: 1) determinar si la toxina se conserva como tal o desaparece, por medio de 
balance de masas a lo largo de 6 días, 2) evaluar la cantidad de toxina (OA y CF) que se 
pierde por cada una de las dos principales vías de excreción en los mejillones (flujo 
exhalante y heces), 3) cuantificar la importancia de la redisolución de OA y CF en la 
concentración de toxinas de las heces; y 4) evaluar si el aporte de materiales no 
digeribles, que debe incrementar la producción de esférulas de excreción, tiene efecto 
sobre la eliminación del OA.   
 
5.2. Material y Métodos 
5.2.1. Experimento 1. Depuración de las toxinas DSP como material 
disuelto 
El material biológico que se empleó estaba formado por un lote de mejillones 
recolectados por el INTECMAR de un cultivo en batea, que habían acumulado toxinas 
DSP tras un episodio tóxico de Dinophysis acuminata.  
Los mejillones se mantuvieron en un tanque en el laboratorio con aireación 
permanente durante 2 días, previos al experimento, con el fin de que se aclimataran a las 





Se colocó un mejillón tóxico en una bandeja con 10 litros de agua y un difusor 
de aire para suministrarle oxígeno. Se situaron 2 tubos a una distancia aproximada de 1 
a 2 mm de los sifones inhalante y exhalante, por los cuales se aspiró el agua entrante y 
saliente con una bomba peristáltica (Figura 5.1). Una vez que el mejillón se había 
aclimatado a las condiciones experimentales (aproximadamente a las 3 horas), se 
recolectó un litro de agua de cada sifón. El experimento se realizó por triplicado.  
 
Figura 5.1. Captación del agua de los sifones exhalante e inhalante de los mejillones. 
 
Las muestras de agua recolectadas fueron evaporadas mediante ebullición hasta 
100 mL y una parte importante de las sales que contenían, fueron eliminadas mediante 
precipitación. Para la extracción del OA de las muestras del agua se realizaron 2 
particiones con diclorometano (1:1, v:v). Los extractos obtenidos se evaporaron con 
nitrógeno y las toxinas se redisolvieron en 5 mL de metanol 100%. Finalmente se 
realizó a cada muestra una extracción en fase sólida con cartuchos poliméricos de fase 
reversa Strata X (Phenomenex), con el fin de eliminar los restos de sales que pudieran 
quedar. 
5.2.2. Experimento 2. Balance de masas del ácido okadaico a lo largo 




Al igual que en el experimento 1, el material biológico que se empleó estaba 
formado por un lote de mejillones recolectados por el INTECMAR de un cultivo en 
batea tras la aparición de un nuevo episodio tóxico de Dinophysis acuminata. 
De la misma manera que antes, los mejillones se mantuvieron en un tanque en el 
laboratorio con aireación permanente durante 2 días, previos al experimento. 
A partir de una submuestra de 20 individuos se cuantificó la carga inicial de 
toxina (T0) que contenían dichos mejillones.   
A continuación, se colocaron otros 20 mejillones del mismo lote repartidos en 2 
vasos de precipitados con 4 L de agua de mar cada uno (10 mejillones/vaso) y dotados 
de un difusor de aire para suministrarles oxígeno. Se dejaron durante 6 días depurando, 
sin suministro de alimento y a medida que los mejillones iban expulsando heces, estas 
se iban recolectando y mezclando con las anteriores. Transcurridos 7 días (TF) se 
cuantificó el contenido tóxico en OA y  CF de los mejillones de cada vaso así como de 
la mezcla final de heces recolectada. 
Para la cuantificación del OA en los mejillones, se extrajeron las glándulas 
digestivas y se homogeneizaron con metanol 100% (1:4, p:v), se aclaró el extracto 
mediante 20 minutos de centrifugación a 48000 g y se llevó a cabo el análisis por 
HPLC-MS. Para determinar la cantidad total de toxina (OA + CF) los extractos 
metanólicos fueron sometidos a un proceso de hidrólisis alcalina según el procedimiento 
de Vale and Sampayo (1999) ligeramente modificado. Brevemente, el método consistió 
en agregar 125 µL de NaOH 2.5N a un 1 mL de extracto, calentarlo a 76 ºC durante 40 
min en un vial cerrado y finalmente acidificar ligeramente el extracto agregando 125 µL 
de HCl 2.5N. A continuación dichos extractos se purificaron mediante extracción en 
fase sólida (SPE) con cartuchos Strata X (Phenomenex) poliméricos de fase reversa con 
el fin de eliminar las sales.  
Las heces fueron extraídas de la misma manera pero variando la proporción de 
metanol añadido (1mL heces: 4 mL metanol).  
5.2.3. Experimento 3. Depuración de toxinas DSP a través de las heces 
Para llevar a cabo este estudio se utilizó un nuevo lote de mejillones 




En primer lugar se cuantificó, a partir de una submuestra inicial de 10 mejillones 
del lote, la carga inicial de toxina (T0) que contenían. 
Se colocaron otros 60 mejillones del mismo lote en una bandeja de 10 litros de 
agua de mar filtrada y dotada de un difusor de aire para suministrarles oxígeno. Se 
dejaron durante 3 horas depurando sin suministro de alimento y a medida que los 
mejillones iban expulsando heces, estas se iban recolectando. Al finalizar el período de 
3 horas (TF), el experimento se detuvo. El contenido tóxico (OA y CF) se cuantificó en 
una submuestra de 10 individuos y en el pool final de heces recolectado.  
Para la extracción del OA y CF  tanto de mejillones como de heces, se empleó el 
protocolo ya descrito en el punto 2.2.  
5.2.4. Experimento 4. Pérdidas de toxinas de las heces por redisolución 
al agua circundante 
De nuevo el material biológico empleado en este experimento tenía la misma 
procedencia que el empleado en los experimentos 1 y 3. 
 Se colocaron 60 mejillones en una bandeja con las mismas condiciones que en 
el experimento 3 y se fueron recolectando las heces que se iban formando a lo largo de 
un período de tiempo de 3 horas. Una vez finalizado el tiempo y recogidas todas las 
heces, se les retiró el agua sobrante que había quedado en el recipiente donde se habían 
ido recolectando y se analizó en ella el contenido de toxinas DSP (OA y CF). Esta agua 
se consideró el tiempo 0 horas. 
 Las heces recolectadas se colocaron en un vaso de precipitados con 3 mL de 
agua de mar. A los 30 minutos, 1 hora, 2 y 20, el agua se sustituyó  por otra nueva y su 
contenido en OA y CF fue analizado. A las 20 horas, momento en el que finalizó el 
experimento (TF), se analizó también el contenido en toxinas de las heces (ver 
experimento 2). 
Para el análisis del OA en agua, se concentró una alícuota de la misma, 
ligeramente acidificada (pH 3), en un cartucho (SPE) polimérico Strata X 60 mg/ 3mL 
de fase reversa (Phenomenex) preacondicionado con metanol y agua, seguido de un 
lavado con 3 mL de agua acidificada (pH 3) y 3 mL de metanol 50% acidificado (pH 3). 




toxina (OA + CF) en agua se realizó, de nuevo, una hidrólisis alcalina de la misma 
forma que la descrita para mejillones y heces (punto 2.2.). 
5.2.5. Experimento 5. Velocidad de depuración de toxinas DSP en 
mejillones alimentados con partículas no digeribles o de baja 
digestibilidad. 
Los mejillones (Mytilus galloprovincialis) empleados en estos experimentos 
fueron recolectados por el INTECMAR de la Ría de Muros en mayo del 2009. 
Del pool de mejillones inicial se obtuvo una submuestra aleatoria de 10 
individuos, que se utilizó para cuantificar el contenido de toxinas en la población al 
inicio del experimento (T0). 
Se introdujeron 100 mejillones en cada uno de los tres tanques de 35 litros 
utilizados en el estudio. Todos ellos estaban dotados de un sistema de aireación y de 
recirculación de agua. A cada uno de estos tres tanques se les añadió diariamente y 
repartido en dos dosis (una por la mañana y otra al mediodía) alimento que estaba 
constituido por 1 litro de un cultivo de la microcalga Tetraselmis sp. (3 × 106 cels mL -1) 
sin suplementar en un caso (control), con un suplemento 50 g de resina Diaion HP-20 
(SUPELCO) triturada para reducir su tamaño de partícula, en otro caso, y, en un tercero, 
con un suplemento de homogeneizado de patatas fritas Lays Light, igualmente 
trituradas, para aportar  Olestra (Olean, Procter & Gamble), un poliéster de ácidos 
grasos con sacarosa, poco digerible usado como sustituto de las grasas. Para evitar 
pérdidas de alimento, el circuito de agua se cerró durante 3 horas inmediatamente 
después de administrar cada una de las dos dosis de alimento diarias. Esta alimentación 
se mantuvo a lo largo de 4 días. Una vez transcurridos estos, se le extrajo la vianda a 10 
mejillones de cada tanque para cuantificar el contenido final de OA libre y de toxina 
total (OA+CF). Las muestras se congelaron a - 80ºC hasta su posterior análisis. Las 
extracciones se realizaron de la misma forma que en el experimento 2. 
5.2.6. Análisis por HPLC-MS 
La concentración de toxina presente en cada uno de los extractos obtenidos en 
los experimentos realizados, fue determinada por HPLC-ESI-MS con un espectrómetro 




acoplado a un HPLC Thermo Surveyor. La separación cromatográfica se realizó según 
el método de Quilliam (2003)  ligeramente modificado para adaptarlo a una columna de 
núcleo fundido (HALO C8 50x2.1mm 2.7 µm) con agua:F  (95:5)  como fase móvil A y 
CH3CN: F  (95:5) como fase móvil B, siendo F una solución 40 mM formiato de 
amonio y 1M ácido fórmico en agua. El programa de elución establecido consistió en un 
gradiente desde el 5 % al 100 % de B en 5 min, se mantuvo durante 5 minutos al 100% 
y posteriormente se reequilibró a las condiciones iniciales durante 5 minutos antes de la 
siguiente inyección. El flujo empleado fue de 400 µL min-1 y el volumen de la 
inyección 5 µL. 
Se trabajó con ionización negativa y en modo SIM (selected ion monitoring) 
monitorizando la relación masa/carga de 803.5. La cuantificación del ácido okadaico se 
realizó mediante comparación de la respuesta de las muestras con los materiales de 
referencia (OA-1b) obtenidos del IMB - NRC, Canadá. 
La presencia de efectos matriz se comprobó mediante diluciones seriadas de las 
muestras y se corrigió, cuando fue necesario, usando la dilución más alta. 
 
5.3. RESULTADOS 
5.3.1. Excreción de toxinas disueltas 
Solo se detectaron  trazas de OA en el agua procedente del sifón exhalante, tras 
realizar una concentración de la muestra de 2000 veces. No se detectaron CF en ningún 
momento. La media del total de toxina excretada por esta vía debe ser inferior a 0.001 
µg, lo que supone menos del 0.07% del total de toxina presente en las heces.  
5.3.2. Balance de masas del OA  
Al finalizar el experimento los mejillones habían depurado, aproximadamente, 
40.35 µg (48.3%) de su contenido tóxico inicial (OA+CF).  A pesar de que tanto las 
cantidades de OA como de CF habían disminuido a lo largo del periodo de depuración, 
el porcentaje de CF encontradas en los mejillones aumentó ligeramente desde un 33.5% 
(T0) a un 35.7% (TF) y el de OA libre disminuyó desde un 66.4% (T0) a un 64.3% (TF) 




En las heces el contenido total de toxinas DSP encontrado fue de 39.13 µg, lo 
que supone, aproximadamente, el  97%  del total depurado por los mejillones. Toda la 
toxina depurada por las heces se encontró en forma de CF, situándose los niveles de OA 
en todos los casos por debajo del límite de detección (<LOD) (Tabla 5.1). 
 
 
 Tipo de 
Toxina 
µg Toxina T0 
(%) 
µg Toxina TF 
(%) 
µg Toxina depurada 
(%) 
OA 55.86 (66.4) 28.12 (64.3) 27.74 (68.7) 
CF 28.21 (33.5) 15.60 (35.7) 12.61 (31.2) 
Mejillones 
(GD) 
CF + OA 84.07 (100) 43.72 (100) 40.35 (48.3) 
OA No muestreada <LOD
CF No muestreada 39.13 (100)Heces 
CF + OA No muestreada 39.13 (100)
Tabla 5.1: Contenido y porcentajes de ácido okadaico (OA) y sus formas conjugadas (CF) 
en la glándula digestiva de los mejillones y en las heces al comienzo y final del experimento. 
GD = glándula digestiva; T0 = comienzo del experimento; TF = final del experimento; LOD: 
Límite de detección. 
 
5.3.3. Depuración de toxinas DSP a través de las heces 
Tras 3 horas de depuración los mejillones habían perdido, aproximadamente, 
1.42 µg (0.99%) de su contenido inicial de toxinas DSP (OA + CF).  
En las heces la cantidad total de toxinas  DSP encontrado fue de 1.414 µg, lo que 
supone, aproximadamente, el 99.5%  del total depurado por los mejillones. Además el 
94.3% del total encontrado en heces estaba constituido por CF y solo el 4.7% lo estaba 
por OA. Al analizar directamente el contenido en CF de las heces, conseguimos 
identificar hasta 9 acil-ésteres de OA - C14:0, C15:0, C16:0, C16:1, C17:0, C18:1, 
C18:2, C18:4, C20:5 (Figura 5.2) pero ningún diol/triol éster o híbridos diol/triol éster.  







Figura 5.2. Espectros MS2 de las [M]- de los acil-esteres-OA encontrados en las heces. 
(A) 20:5-OA (m/z 1087.7), (B) 18:1-OA (m/z 1067.7), (C) 18:2-OA (m/z 1065.7), (D) 
18:4-OA (m/z 1061.7), (E) 17:0-OA (m/z 1055.7), (F) 16:0-OA (m/z 1041.7), (G) 





5.3.4. Pérdidas de toxinas de las heces por redisolución 
No existieron pérdidas significativas de toxina desde las heces por redisolución 
al agua circundante.  No se detectaron ni OA ni CF en el agua hasta transcurridas 20 
horas desde la introducción de las heces en el agua. A partir de ese momento, 
aproximadamente el  3% del contenido total de toxina de las heces (OA + CF) se 
detectó en el agua  como OA libre (45% del total de OA libre en las heces). No se 
encontraron CF en el agua en ningún momento del experimento.  
5.3.5. Velocidad de depuración de toxinas DSP en mejillones 
alimentados con partículas no digeribles o de baja digestibilidad 
Durante los 5 días que duró el experimento, 4 de alimentación y uno de 
depuración, el contenido total de toxina disminuyó en todos los mejillones analizados. 
En el tanque control fue donde los porcentajes de depuración observados fueron más 
bajos (23.5%) con una tasa de depuración de aproximadamente 0.05 día-1. Las 
diferencias con respecto a los dos tanques tratados fueron importantes, especialmente en 
el caso de los mejillones alimentados con la resina Diaion HP20 que llegaron a perder 
hasta casi un  61.5% de su contenido tóxico. En el caso de los mejillones alimentados a 
base de homogeneizado de patatas fritas Lays-Light, los porcentajes de depuración 




























Figura 5.3. Cantidades totales de toxina (OA + CF) y porcentajes de depuración 
obtenidos en cada uno de los extractos analizados. T0: Extracto inicial; Control: 
Tanque de mejillones sin tratamiento; Lays Light: Tanque de mejillones alimentados 






5.4.1. Principal vía de depuración de las toxinas DSP 
Las tasas de depuración obtenidas en este estudio fueron las esperables de 
acuerdo a los valores obtenidos previamente en la misma zona (revisado en Blanco et 




Debido a que la práctica totalidad de la toxina depurada por los mejillones se 
detectó en las heces, este mecanismo parece constituir la principal, y prácticamente 
única vía de depuración de las toxinas DSP de la glándula digestiva de los mejillones. 
La existencia de una ruta alternativa de excreción a través del riñón y con salida 
en forma disuelta a través del sifón exhalante queda prácticamente descartada, ya que 
solo después de realizar una gran concentración de la muestra, se consiguió detectar 
algo de toxina en el agua, pero que en ningún caso supuso más de un 0.07 % del total 
depurado por las heces. 
La posibilidad de que las bajas detecciones en el agua se debieran a la existencia 
de degradación de las toxinas queda descartada debido a los buenos ajustes obtenidos 
tanto en el balance de masas realizado a lo largo de 6 días como en la evaluación de las 
pérdidas por heces en 3 horas.  
5.4.2. Perfil tóxico de las heces 
 La mayor parte de las toxinas depuradas a través de las heces estaban 
compuestas por CF, lo que indica que estas deben constituir la principal forma 
estructural de depuración en el caso de la toxicidad de tipo DSP.  
La baja proporción en la que el OA libre pasó de las heces al agua circundante a 
lo largo del tiempo, es suficiente para descartar la posibilidad de que la elevada 
proporción de CF detectadas en las heces se debiera a que la mayoría del OA libre 
depurado hubiera pasado rápidamente al agua. 
Al igual que en estudios previos de nuestro laboratorio (capítulo 6) la gran 
mayoría de las CF detectadas en heces estaban constituidas por derivados acilados 
(DTX3). A pesar de ello, hubo un pequeño porcentaje de las mismas que no pudo ser 
detectado y que probablemente estuviera constituido por derivados todavía más 
apolares. Torgersen et al. (2008b) encontraron que cuando comparaban las tasas medias 
de depuración de los esteres del grupo del OA medidos directamente con las estimadas 
tras someter a las muestras a hidrólisis alcalina (Lindegarth et al., 2009),  las cantidades 
obtenidas tampoco eran las mismas. Este hecho también sugiere la posibilidad de que 
otros derivados del OA estén presentes en las muestras lo que complicaría aún más, si 




A medida que avanza el proceso de depuración, la contribución del OA al total 
de toxina presente en los individuos disminuye mientras que la de CF aumenta. Al  
igual que en el caso de las heces, las CF detectadas en mejillón estaban compuestas 
básicamente por derivados acilados (DTX3), no pudiendo ser identificados a lo largo 
del estudio ningún otro tipo de derivado del OA (ni más ni menos polar). Según los 
datos obtenidos en este estudio, un incremento de las tasas de depuración con la 
consecuente  disminución de la concentración total de toxina, parece llevar asociado un 
incremento en los porcentajes de CF. Estos resultados son contrarios a los obtenidos por 
Vale and Sampayo (1999), quienes encontraron que era a medida que incrementaban los 
niveles de intoxicación cuando también se producía un aumento en los porcentajes de 
formas conjugadas del OA (a las que probablemente los diol-éster procedentes del 
plancton contribuyan en gran medida). Los mayores porcentajes de CF asociados a 
elevadas tasas de depuración obtenidos en este estudio indican que la esterificación del 
OA, que tiene lugar en las células digestivas de los mejillones (capítulo 6), parece 
constituir un importante mecanismo enzimático implicado en  la detoxificación. 
Las CF cuantificadas indirectamente mediante hidrólisis alcalina en los 
mejillones, no representaron en ningún momento más del 36% del contenido tóxico de 
los mismos lo que indica que no tienden a acumularse permanentemente en el individuo 
a lo largo del proceso de depuración. Estos porcentajes son similares a los obtenidos por 
otros autores para la misma especie (Fernández et al., 1996; Mountfort et al., 1999; 
Suzuki and Yasumoto, 2000; Suzuki and Mitsuya, 2001; Vale and Sampayo, 2002a,b; 
McNabb and Holland, 2003; Vale, 2004; Jørgensen et al., 2005; Vale, 2006b; Torgersen 
et al., 2008b), pero menores a los encontrados en mejillones portugueses en los que, en 
ocasiones, los ésteres apolares han llegado a suponer entre un 70 y un 90% del 
contenido tóxico total  (Vale and Sampayo, 1999). Las variaciones en la contribución de 
las CF al contenido tóxico total se deben principalmente al balance que se establece 
entre las tasas de acilación y de depuración de los compuestos DTX3. Dichas tasas 
pueden llegar a ser extremadamente variables tanto entre toxinas como entre especies. 
Los porcentajes de CF encontrados en este estudio se podrían explicar si las 
tasas de eliminación de los derivados DTX3 fueran ligeramente superiores a las de su 
formación (acilación) de tal forma que la eliminación de estos compuestos se produjera 
a medida que se van formando en los bivalvos. En el caso por ejemplo de la ostra 




Mytilus galloprovincialis, con los que comparte tasas de depuración de compuestos 
DTX3 muy similares, son probablemente las responsables de que, como encontraron 
Torgersen et al. (2008b),  dichos derivados se acumulen de forma más notoria en la 
primera de las especies mencionadas. 
Hasta la fecha no existen estudios en los que se comparen las tasas de formación 
y depuración de los compuestos DTX3 en los mejillones. Las tasas de acilación que se 
han publicado para el mejillón Mytilus galloprovincialis han sido siempre bajas 
(Fernández et al., 1998; Blanco et al., 1999, 2005; Moroño et al., 2003). Respecto a las 
tasas de depuración de las toxinas DTX3 existe mayor discrepancia ya que en ocasiones 
resultaron ser menores a las del OA parental (Torgersen et al., 2008b) y en otras al revés 
(Vale, 2004, 2006a). 
Varios transportadores del tipo MRP (proteínas relacionadas con la resistencia a 
multidrogas), pertenecientes a la superfamilia de los transportadores ABC, han sido 
identificados en Mytilus edulis (Luedeking et al., 2005) y M. galloprovincialis (Kurelec, 
1992). Estos compuestos son los responsables del transporte de una gran variedad de 
componentes a través de las membranas biológicas y su función en organismos 
acuáticos se relaciona con la protección contra los efectos negativos que provoca la 
exposición a componentes orgánicos tóxicos (Waldmann et al., 1995; McFadzen et al., 
2000). Si realmente juegan un papel fundamental en el mecanismo de defensa 
reduciendo la acumulación de compuestos tóxicos en las células, nos encontraremos que 
cuanto más activos se encuentren dichos compuestos MRP, mayor será la cantidad de 
OA que puedan transportar fuera de las células del mejillón y por tanto mayor serán 
también los  porcentajes de ésteres que encontraremos en los individuos. 
5.4.3. Vías alternativas de eliminación. Esférulas de excreción. 
El inducir la formación de esférulas de excreción  mediante el uso de sustancias 
no digeribles, puede suponer  una alternativa a los métodos de depuración naturales de 
las toxinas. Dichas esférulas se eliminarían de las células mediante mecanismos de 
exocitosis y luego al exterior por las heces, con lo que su eliminación podría realizarse 
de manera más rápida y eficaz con respecto a los mecanismos convencionales de 




En este estudio observamos como los dos tipos de alimento no digeribles 
empleados como posibles acelerantes del proceso depurativo mostraron tener efectos 
positivos, favorecieron una más rápida eliminación de las toxinas de los mejillones. En 
el caso de la alimentación con Lays Light que contiene Olestra, los porcentajes de 
depuración duplicaron a los obtenidos en el tanque control. Se conoce que este 
compuesto es sólo parcialmente digerible por los mejillones y que las sustancias 
lipofílicas tiene afinidad por él, ya que  afecta al transporte de determinados compuestos 
como el antraceno (Moore et al., 1997).  Además Moser and McLachlan (1999) 
demostraron que la eficiencia de excreción  mediante las heces, en humanos, de toda 
una serie de contaminantes lipofílicos (PCDD/Fs, PCBs, HCB), era mayor en los 
individuos a los que se les había suministrado una dieta rica en Olestra que en otros que 
habían  ingerido la misma dieta sin este compuesto. No obstante la condición del 
Olestra de sustancia no fácilmente biodegradable, no lo hace especialmente 
recomendable para su uso a gran escala.  
Por su parte la resina de adsorción Diaion HP20, resultó ser mucho más efectiva, 
ya que prácticamente triplicó la depuración obtenida en los mejillones control. Este tipo 
de resina poliaromática ya ha sido empleada en numerosas ocasiones como muestreador 
pasivo (SPATT)  para adsorber las toxinas del agua con resultados satisfactorios 
(Mackenzie et al., 2004; Fux et al., 2008, 2009; Pizarro et al., 2008, 2009; Rundberget 
et al., 2009; Mackenzie, 2010). 
A pesar de que ambos tratamientos parecen ser efectivos para incrementar la 
velocidad de depuración de las toxinas DSP en los mejillones, la implicación del 
mecanismo concreto (formación de esférulas de excreción) no pudo ser constatada en 
este estudio y necesitará investigaciones futuras. La excreción extracelular mediante 
esférulas ya ha sido reportada para la eliminación de metales en el berberecho 










ESTERIFICACIÓN DEL ÁCIDO 







 Como ya se indicó en la introducción de esta tesis (Apartado 4.2.), el grupo del 
ácido okadaico (OA) y las dinofisitoxinas (DTXs) incluye numerosos derivados tales 
como diol-ésteres (Hu et al., 1992b; Norte et al., 1994; Fernández et al., 2003a; Suárez-
Gómez et al., 2005), acil-derivados (ésteres con ácidos grasos “DTX3”) (Yasumoto et 
al., 1985; Marr et al., 1992; Fernández et al., 1996; Suzuki et al., 1999; MacKenzie  et 
al., 2002; Vale and Sampayo, 2002a,b; Jørgensen et al., 2005; Torgersen et al., 2008b; 
Vale, 2010) y ésteres híbridos (Torgersen et al., 2008a).  
De estos compuestos los únicos que hasta la fecha no han sido detectados en el 
fitoplancton  (salvo cantidades traza en muestras de plancton (Vale, 2010)) han sido las 
dinofisitoxinas 3 (DTX3) y los ésteres híbridos,  por lo que se cree que se originan en la 
propia glándula digestiva de los bivalvos mediante esterificación (Lee et al., 1989; 
Torgersen et al., 2008a). Aunque actualmente el significado metabólico de esta 
biotransformación se desconoce, la aparición de estas formas estructurales como 
componentes mayoritarios de las heces (en ocasiones únicos) de los mejillones (capítulo 
5), parecen relacionarla directamente con el proceso de depuración de las toxinas en los 
bivalvos. 
Recientemente, se sugirió la posibilidad de que las bacterias estuvieran 
involucradas en el proceso de esterificación (Vale, 2010). Si así fuera, necesariamente la 
síntesis de los compuestos acilados debería producirse en el lumen del digestivo y no 
dentro de las propias células digestivas con lo que la transformación afectaría 
principalmente a la capacidad de absorción de las toxinas, ya que al tratarse los ésteres 
de compuestos más apolares que el OA libre difundirían más fácilmente a través de las 
membranas. Sin embargo y como ya se explicó en el párrafo anterior, la aparición de 
estos compuestos como mayoritarios en la heces, aun cuando el OA libre lo era en la 
glándula digestiva del mejillón (capítulo 5), parecen vincular más directamente al 
proceso de esterificación con la depuración de las toxinas que con la absorción de las 
mismas por parte de las células digestivas.  
La esterificación de xenobióticos con ácidos grasos en invertebrados aunque en 
pocas ocasiones, ya ha sido descrita, siendo los orgánulos asociados a la fracción 




Diehl, 1986; Duedendorfer  and Maroy, 1986; Janer et al., 2004, 2005; Labadie et al., 
2007). 
La síntesis de ésteres de xenobióticos puede estar catalizada por una amplia 
variedad de enzimas con actividad aciltransferasa y esterasa (Dodds, 1995). La enzima 
acil-CoA: colesterol aciltransferasa (ACAT), responsable de la esterificación del 
colesterol en humanos, ha sido localizada principalmente en el retículo endoplasmático 
rugoso (Chang et al., 1995, Khelef et al., 1998) y en una fracción paranuclear asociada 
con las membranas del retículo endoplásmico y cerca de la denominada red trans-golgi 
(TGN) que está relacionada con el compartimiento endocítico (Khelef et al., 2000). En 
los moluscos, la actividad aciltransferasa ha sido descrita en el aparato de Golgi y 
vesículas relacionadas en la oreja de mar (Kataoka and Yamamoto, 1985), y en 
fracciones microsómicas aisladas de la glándula digestiva de la ostra Crassostrea 
virginica  (Janer et al., 2004) y del mejillón Mytilus galloprovincialis (Janer et al., 
2005). También se ha demostrado in vivo que estas enzimas desempeñan un papel 
fundamental en el metabolismo de los estrógenos en M. edulis (Labadie et al., 2007). 
  El presente capítulo incluye un trabajo con dos objetivos (asociados a los 
Objetivos 4 y 5). El primero de ellos comprobar si las bacterias son las principales 
responsables de la acilación del OA y el segundo determinar si dentro de las células 
existe actividad de Acil-CoA:OA aciltransferasa y si es así, en qué parte de la misma 
reside. Para ello se realizó un primer estudio en el que se emplearon dos lotes de 
mejillones, uno de los cuales se sometió a un tratamiento con antibióticos y el otro no. 
Ambos lotes se intoxicaron de la misma manera, con microcápsulas que contenían OA 
durante una semana tras la cual, se cuantificó la cantidad de formas conjugadas de OA 
formadas. En el segundo estudio se probó la trans-esterificación in vitro del palmitoil-
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Sobre el objetivo 1. Conocer  cuáles son los principales mecanismos de 
entrada del ácido okadaico en las células de la glándula digestiva.  
1.- Las mayores tasas de absorción del ácido okadaico por parte de las células de la 
glándula digestiva del mejillón se producen cuando la toxina esta disuelta en agua, 
siendo dichas tasas sustancialmente menores cuando se encuentra en gotas de aceite. 
2.- El hecho de que el transporte del ácido okadaico no requiera ATP y tienda a 
saturarse a altas concentraciones de la toxina, sugiere que la difusión simple no es el 
mecanismo responsable de la absorción. 
3.- La difusión facilitada  u otras vías de entrada alternativas basadas en  mecanismos de 
difusión de dímeros de ácido okadaico con potasio o de agregados de la toxina disueltos 
en tampones biológicos podrían ser los mecanismos responsables del transporte.  
 
Sobre el objetivo 2. Conocer si existe compartimentalización de las 
toxinas DSP a nivel celular (en los diferentes tipos celulares) y a nivel 
subcelular  (en los diferentes orgánulos). 
4.- La cinética de dos compartimentos que se detecta en la depuración de las toxinas 
DSP del mejillón, no se debe a los dos tipos celulares presentes en la glándula digestiva, 
si bien la capacidad de acumulación de las células digestivas es notablemente superior a 
la de las células secretoras. 
5.- El ácido okadaico se distribuye preferencialmente en la fracción soluble de la célula.  
 
Sobre el objetivo 3. Determinar si las toxinas DSP son secuestradas por 
medio de ligamiento a algún componente celular. 
6.- El ácido okadaico se une a un receptor celular formando un complejo con un tamaño 
estimado entre 30 y 300 kDa. 





Sobre el objetivo 4. Determinar si las toxinas DSP son degradadas y transformadas 
en el interior de las células o excretadas directamente. 
8.- La principal forma estructural de depuración de las toxinas DSP es como acyl-ester, 
aunque es probable que existan otras formas conjugadas más apolares que todavía no 
han sido detectadas. 
9.- Se descarta que la acilación de dichas toxinas se produzca por acción bacteriana en 
el lumen de los túbulos digestivos de la glándula digestiva de mejillón. 
10.- Las toxinas DSP son  transformadas en el interior de las células digestivas para 
posteriormente ser eliminadas.  
 
Sobre el objetivo 5. Establecer las principales vías de excreción así como sus 
mecanismos asociados. 
11.- La principal vía de depuración de las toxinas DSP es a través de las heces. 
12.- La depuración de las toxinas DSP como materia disuelta a través de los sifones es 
prácticamente inexistente 
13.- La actividad acyl-transferasa, responsable de la esterificación del OA, se localiza 
en los microsomas (retículo endoplasmático o aparato de Golgi) de las células de la 
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